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Исследовано влияние модифицированных под действием активных форм галогенов (HOCl, HOBr)
или активных форм карбонилов (глиоксаль, метилглиоксаль) липопротеинов низкой плотности
(ЛНП) крови человека на нетоз. Показано, что 2-х часовая инкубация крови с ЛНП, модифициро-
ванными активными формами галогенов, вызывала зарегистрированный в мазках крови достовер-
ный прирост количества нейтрофильных внеклеточных ловушек (НВЛ), свидетельствуя об индук-
ции нетоза. ЛНП, модифицированные карбонильными соединениями (глиоксалем или метилгли-
оксалем), в аналогичных условиях нетоз не вызывали. Анализ мазков крови показал, что количество
нейтрофилов, а также их морфология не изменялись после инкубации крови с нативными ЛНП, а
также с ЛНП, модифицированными указанными выше соединениями. Добавление в кровь ЛНП,
модифицированных как под действием активных форм галогенов, так и карбонилов, не приводило
к достоверному усилению хемилюминесценции в присутствии люминола. Если на фоне действия
модифицированных ЛНП в инкубационную среду добавляли форбол-12-миристат-13-ацетат, то в
ответ на него хемилюминесцентный сигнал увеличивался, но это увеличение достоверно не отлича-
лось от контроля (на фоне нативных ЛНП). При менее продолжительной инкубации (инкубация
ЛНП с кровью в течение 30 мин) ни нативные, ни модифицированные ЛНП нетоз не вызывали.
Таким образом, нетоз, индуцированный под действием ЛНП, модифицированных активными
формами галогенов, по всей видимости, является медленным, кислороднезависимым, не сопро-
вождающимся гибелью нейтрофилов процессом. Увеличение НВЛ в крови в результате развития
галогенирующего стресса повышает вероятность образования микротромбов и нарушения мик-
роциркуляции.
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ВВЕДЕНИЕ

Около 15 лет назад был описан новый меха-
низм бактерицидного действия нейтрофилов, по-
лучивший название нетоз и заключающийся в

том, что нейтрофилы после активации выбрасы-
вают во внеклеточное пространство сетеподоб-
ные структуры на основе ДНК, в которые встроены
гистоны, а также белки гранулярного аппарата
нейтрофилов: миелопероксидаза (МПО), эласта-
за, лактоферрин и др. [1]. Эти структуры получи-
ли название “нейтрофильные внеклеточные ло-
вушки” (НВЛ). Первоначально их образование
связывали с внеклеточной гибелью патогенов,
т.е. с антимикробной защитой организма. Однако
последующие исследования выявили их провос-

Список сокращений: МПО – миелопероксидаза; НВЛ –
нейтрофильные внеклеточные ловушки; ЛНП – липопро-
теины низкой плотности; ЛНП-HOCl – ЛНП, модифици-
рованные под действием HOCl; ЛНП-HOBr – ЛНП, моди-
фицированные под действием HOBr; окЛНП – ЛНП,
модифицированные в условиях окислительного стресса;
ФМА – форбол-12-миристат-13-ацетат.
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палительный потенциал и причастность к разви-
тию целого ряда воспалительных заболеваний,
таких как сепсис, васкулит, туберкулез и др. [2].

Липопротеины низкой плотности (ЛНП) плаз-
мы крови человека, подвергнутые модификации
в результате развития окислительного [3], карбо-
нильного [4], галогенирующего [5] стресса, явля-
ются независимым фактором риска различных
острых и хронических воспалительных заболева-
ний, в частности атеросклероза и сахарного диа-
бета [6]. При развитии атеросклероза помимо по-
ражения стенок магистральных сосудов развива-
ются патологические процессы с нарушением
микроциркуляции [7]. Очевидно, что подобные
события могут запускать образование локальных
дефектов в различных органах и тканях, однако
механизмы, благодаря которым модифицирован-
ные ЛНП вовлечены в повреждение микрососу-
дов, поняты далеко не полностью [8, 9]. Если
нетоз развивается в сосудистом русле и НВЛ ока-
зываются в крови, то они могут повреждать эндо-
телий сосудов, захватывать тромбоциты, тем са-
мым служить основой для формирования тром-
бов и блокировать кровоток в микрососудах [10–13].

Недавно было показано, что модифицирован-
ные в условиях моделирования окислительного
стресса ЛНП (окЛНП) не только активируют
нейтрофилы, что проявляется в усилении клетка-
ми продукции активных форм кислорода, их де-
грануляции, но и стимулируют нетоз. Ингибитор
МПО, гидразид 4-аминобензойной кислоты,
снижал дегрануляцию и высвобождение НВЛ
нейтрофилами, активированными под действием
окЛНП. Это значит, что МПО выполняет роль
важного медиатора при окЛНП-индуцированном
нетозе [14].

Бактерицидная роль МПО обусловлена спо-
собностью этого фермента катализировать обра-
зование активных форм галогенов (HOCl, HOBr
и др.), которые, будучи высоко реакционными
соединениями, убивают патогены (бактерии, ви-
русы, грибы) [15]. В то же время действие этих
низкомолекулярных соединений неспецифично.
При чрезмерной их продукции нейтрофилами
они могут повреждать биологически важные мо-
лекулы организма-хозяина (нуклеиновые кисло-
ты, белки, липиды, антиоксиданты и др.), вызы-
вая галогенирующий стресс [5, 16]. При этом мо-
дификации подвергаются и ЛНП. Ранее мы
показали, что МПО сайт-специфично связывает-
ся с ЛНП и, продолжая функционировать, повре-
ждает их поверхность посредством образования
активных форм галогенов. Модифицированные
таким образом ЛНП активируют нейтрофилы,

вызывая кислородный взрыв (продукцию актив-
ных форм кислорода) и дегрануляцию, что спо-
собствует дополнительному высвобождению из
клеток МПО, усугубляет развитие галогенирую-
щего стресса и замыкает порочный круг МПО-
индуцированной модификации ЛНП [17–19].

Известно, что ряд заболеваний сопровождает-
ся накоплением в крови карбонильных соедине-
ний, способных модифицировать функциональ-
ные группы биологически важных молекул, в ре-
зультате чего развивается карбонильный стресс [4].
Так, при автоокислении глюкозы у больных са-
харным диабетом накапливаются такие альдеги-
ды, как глиоксаль, метилглиоксаль, 3-дезокси-
глюкозон. Реагируя с аминогруппами белка, они
образуют внутри и межмолекулярные сшивки ти-
па оснований Шиффа. Модифицированные та-
кими карбонильными соединениями ЛНП эф-
фективно поглощаются моноцитами-макрофага-
ми, способствуя накоплению внутриклеточного
холестерина, развитию атеросклероза [4], что мо-
жет приводить к нарушению микроциркуляции.

До сих пор в научной литературе отсутствуют
сведения о том, способны ли ЛНП, модифициро-
ванные в условиях галогенирующего или карбо-
нильного стресса, влиять на нетоз аналогично то-
му, как это наблюдали ранее для окЛНП [14].
В настоящей работе мы исследовали влияние
ЛНП, модифицированных активными формами
галогенов (HOCl и HOBr) и карбонильными со-
единениями (глиоксалем и метилглиоксалем), на
образование НВЛ. Поскольку функциональная
активность изолированных нейтрофилов суще-
ственно отличается от их активности в цельной
крови [20], мы проводили исследование нетоза в
крови.

МАТЕРИАЛЫ И МЕТОДЫ

Все соли, используемые в работе для приго-
товления буферных растворов, а также гипохло-
рит натрия (NaOCl), глиоксаль, метилглиоксаль,
форбол-12-миристат-13-ацетат (ФMA), люминол
(5-амино-2,3-дигидро-1,4-фталазиндион), NaBr,
EDTA, среда Кребса–Рингера были получены от
фирмы Sigma-Aldrich (США). В работе использо-
вали красители эозин-метиленовый синий по
Май-Грюнвальду и азур-эозин по Романовскому
фирмы ЭКОлаб (Россия).

Концентрацию NaOCl определяли по погло-
щению OClˉ при 290 нм и рН 12, считая молярный
коэффициент поглощения ε290 = 350 М–1 см–1

[21]. Гипобромит натрия (NaOBr) получали путем
смешивания равных объемов 1 мМ водных рас-
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творов NaOCl и NaBr в течение 1 мин [22]. При-
нимая во внимание, что рК HOCl и HOBr состав-
ляет соответственно около 7.5 [21] и 8.7 [23] и при
физиологических значениях рН часть кислот
находится в молекулярной форме, а остальная
часть – в виде аниона, далее под HOCl и HOBr мы
будем понимать смеси HOCl/OClˉ и HOBr/OBrˉ,
присутствующие в исследуемой среде.

ЛНП выделяли из плазмы донорской крови
методом препаративного ультрацентрифугирова-
ния в градиенте плотности растворов NaBr [24].
Выделенные ЛНП диализовали против 10 мМ
фосфатного буфера, содержащего 145 мМ NaCl
(pH 7.4), в течение 15 ч при 4°С, сразу подвергали
модификации и использовали в эксперименте.

Галогенирующий стресс моделировали путем
инкубации ЛНП в присутствии HOCl или HOBr
так, чтобы на одну частицу ЛНП приходилось
400 молекул окислителя. Для этого смешивали
равные объемы 1.6 мМ HOCl (или HOBr) и
2 мг/мл ЛНП, что составляет ~4 мкМ по белку из
расчета, что на одну частицу ЛНП приходится од-
на молекула аполипопротеина В-100 с молеку-
лярной массой 512 кДа. Инкубацию проводили
при 37°С в течение 30 мин в 10 мМ фосфатном бу-
фере, содержащем 145 мМ NaCl (рН 7.4).

Карбонильный стресс моделировали, инкуби-
руя ЛНП в присутствии природных дикарбони-
лов: глиоксаля или метилглиоксаля. Для этого
ЛНП инкубировали в PBS, рН 7.4 (из расчета
1 мкмоль дикарбонила на 100 мкг белка ЛНП) в
течение 3 ч при 37°С. После завершения карбо-
нильной модификации ЛНП диализовали против
2000 объемов того же буфера (PBS, рН 7.4) при
4°С в течение 18 ч. Концентрацию белка в ЛНП
определяли по методу Лоури.

Образование НВЛ регистрировали в мазках
цельной донорской крови, полученной в клинике
ФНКЦ ФХМ ФМБА России в соответствии с тре-
бованиями этического комитета. Капиллярная
кровь (из пальца) разводилась 3% водным раство-
ром EDTA в соотношении 4 : 1 (по объему), 20 мкл
такой крови для изготовления мазков и 20 мкл
для анализа в камере Горяева помещали в про-
бирку (объемом 500 мкл), закрепляли в програм-
мируемом ротаторе-миксере Multi Bio Rs-24
(Biosan, Латвия) для предотвращения оседания
клеток. Ротатор-миксер осуществлял возврат-
но-поступательные движения на угол 90° за 5 с
с паузой между движениями 5 с. Инкубацию про-
водили при температуре 37°С. Через 1 ч после на-
чала инкубации в каждый образец добавляли по
5 мкл модифицированных ЛНП. Конечная кон-
центрация ЛНП в образцах составляла 200 мкг/мл

(по белку). В контрольные образцы добавляли
либо 5 мкл нативных ЛНП с конечной концен-
трацией 200 мкг/мл (по белку), либо 5 мкл 10 мМ
фосфатного буфера, содержащего 145 мМ NaCl
(рН 7.4). Сразу после взятия крови, а также через
30 мин и 2 ч после начала инкубации в образцах
определяли количество лейкоцитов в камере Го-
ряева. Затем изготавливали стандартизирован-
ные мазки крови, фиксировали их по Май-Грюн-
вальду, окрашивали азур-эозином по Романов-
скому и на микроскопе Motic B3 (Motic, Hong
Kong) проводили подсчет количества лейкоцитов
и НВЛ [25]. Количественный анализ содержания
НВЛ в 1 мкл крови проводился следующим обра-
зом. В средней части мазков крови подсчитывали
общее число лейкоцитов и НВЛ. Зная количество
лейкоцитов в 1 мкл крови, определенное в камере
Горяева, рассчитывали количество НВЛ в 1 мкл
крови.

Активацию нейтрофилов в цельной крови
оценивали методом хемилюминесценции, как
описано ранее [25]. Образцы крови для этих из-
мерений готовили, как указано выше. В кровь до-
бавляли нативные или модифицированные ЛНП
(200 мкг/мл по белку), инкубировали 10–30 мин,
разбавляли в 25 раз раствором Кребса–Рингера и
вносили в кювету хемилюминометра (Lum-1200,
ООО “ДИСофт”, Россия), содержащую люминол
(200 мкМ). Измерение проводили в кинетиче-
ском режиме при 37°С и постоянном перемеши-
вании в течение 10 мин, после этого добавляли
ФМА до конечной концентрации 100 нМ, реги-
стрируя интенсивность максимального сигнала
хемилюминесценции в вольтах (В).

Статистическую обработку результатов прово-
дили с использованием пакета программ STATIS-
TICA 6.0.

РЕЗУЛЬТАТЫ И ОБСУЖДЕНИЕ
Классический процесс формирования НВЛ

(“суицидальный” нетоз), запускаемый бактерия-
ми, грибами или прямым действием ФМА на
протеинкиназу С, является активным кислород-
зависимым процессом, который развивается в
течение нескольких часов и запускается при ак-
тивации NADPH-оксидазы, что вызывает гене-
рирование активных форм кислорода [26]. Ранее
нами было показано, что если в эксперименте
ex vivo цельная кровь инкубируется с ФМА
(100 нM), то в течение 2–3 ч появляются морфо-
логические признаки активации нейтрофилов,
регистрируется уменьшение их количества и уве-
личение числа НВЛ. При этом в крови регистри-
руется интенсивная люминол-зависимая хеми-
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люминесценция [25]. Описанные процессы на-
ходятся в хорошем соответствии с развитием
событий при “суицидальном” нетозе [1, 26].

В настоящей работе мы оценили количество
НВЛ, которое образуется через 2 ч после добавле-
ния модифицированных различным способом
ЛНП в цельную кровь. Визуальный анализ маз-
ков крови показал, что морфология нейтрофилов
не менялась при инкубации в течение 2 ч с ЛНП,
модифицированными как активными формами
галогенов, так и активными формами карбони-
лов. Кроме того, не было замечено существенных
различий в форме и размерах НВЛ до и после дей-
ствия модифицированных ЛНП. В качестве при-
мера на рис. 1 приведены типичные НВЛ до и
после добавления в кровь ЛНП, модифициро-
ванных под действием HOCl (ЛНП-HOCl).
В контрольных экспериментах было показано,
что нативные ЛНП не вызывали прироста НВЛ в
крови по сравнению с исходными значениями до
инкубации с ЛНП. Результаты количественного
анализа НВЛ представлены на рис. 2. Видно, что
концентрация НВЛ в крови через 2 ч достоверно
увеличивалась только после добавления в нее

ЛНП, модифицированных под действием HOCl
или HOBr (ЛНП-HOBr). Концентрация НВЛ по-
сле добавления в кровь ЛНП, модифицирован-
ных альдегидами (глиоксалем, метилглиоксалем),
не изменялась. При этом, как видно из рис. 3, коли-
чество нейтрофилов в крови после инкубации со
всеми типами модифицированных ЛНП досто-
верно не отличалось от контроля. Это говорит об
отсутствии заметной гибели клеток при нетозе.

Активацию нейтрофилов в цельной крови по-
сле добавления к ней ЛНП оценивали методом
хемилюминесценции в присутствии люминола.
Оказалось, что добавление в кровь ЛНП, моди-
фицированных как под действием активных
форм галогенов, так и альдегидов, не приводило к
достоверному усилению хемилюминесценции.
Результаты экспериментов приведены в табл. 1.
Если на фоне действия модифицированных ЛНП
в инкубационную среду добавляли активатор
(ФМА, 100 нM), то в ответ на него хемилюминес-
центный сигнал увеличивался, но это увеличение
достоверно не отличалось от контроля (нативные
ЛНП). Полученные результаты свидетельствуют
о том, что модифицированные ЛНП сами по себе

Рис. 1. Типичные примеры НВЛ на мазках крови до (а, в) и после (б, г) ее инкубации при комнатной температуре в
течение 2 ч с ЛНП, модифицированными под действием HOCl. Окраска по Романовскому. Длина маркера на фото-
графиях составляет 20 мкм.
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не активируют NADPH-оксидазу нейтрофилов в
цельной крови. Обнаружение хемилюминесцент-
ного ответа нейтрофилов на ФМА демонстрирует
нормальное функциональное состояние клеток.
Отсутствие разницы в интенсивности хемилюми-
несценции нейтрофилов в составе крови в ответ
на последующее добавление активатора говорит о
том, что ЛНП, модифицированные как под дей-
ствием активных форм галогенов, так и альдеги-
дов, не обладают праймирующим действием в от-
ношении NADPH-оксидазы нейтрофилов.

Таким образом, по сравнению с описанным
нами ранее процессом формирования НВЛ в кро-
ви при действии ФМА [25] образование НВЛ по-
сле инкубации с ЛНП, модифицированными ак-
тивными формами галогенов, характеризуется
отсутствием изменений морфологии и количе-
ства нейтрофилов, а также ЛНП-индуцирован-
ной люминол-зависимой хемилюминисценции.
Это дает основание предполагать, что механизм
образования НВЛ при действии на нейтрофилы
ЛНП-HOCl или ЛНП-HOBr отличается от инду-

Рис. 2. Изменение концентрации НВЛ в крови после инкубации в течение 2 ч с модифицированными ЛНП в процен-
тах к контролю (нативные ЛНП).
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Рис. 3. Количество нейтрофилов в крови после инкубации в течение 2 ч с модифицированными ЛНП в процентах к
контролю (нативные ЛНП).
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цированного ФМА “суицидального” нетоза от-
сутствием заметной активации нейтрофилов и их
гибели.

Ранее в ряде работ было показано, что в ответ
на действие некоторых бактерий на нейтрофилы
наблюдается особый тип образования НВЛ, по-
лучивший название “витального” нетоза. При ре-
ализации этого процесса НВЛ начинают форми-
роваться очень быстро (уже через 5–10 мин),
более того, образование НВЛ не зависит от ак-
тивности NADPH-оксидазы, генерации актив-
ных форм кислорода и не заканчивается гибелью
клетки [26]. Учитывая это, мы оценили измене-
ние концентрации НВЛ через 30 мин после нача-
ла действия ЛНП, модифицированных активны-
ми формами галогенов. За это время “суицидаль-
ный” нетоз не успевает развиться, а “витальный”
уже должен себя проявить. Результаты исследова-

ния приведены на рис. 4. Оказалось, что за 30 мин
инкубации цельной крови с ЛНП-HOCl или
ЛНП-HOBr не происходило достоверного изме-
нения количества НВЛ в мазках. Мы также не на-
блюдали активации люминол-зависимой хеми-
люминесценции в крови в указанных условиях.

Полученные данные позволяют высказать не-
сколько предположений. Ранее нами [27] и другими
исследователями [28] отмечалось, что ЛНП-HOCl
активируют изолированные из крови нейтрофи-
лы. В частности, они усиливают как люминол-,
так и люцигенин-зависимую хемилюминесцен-
цию клеток, увеличивают продукцию ими актив-
ных форм кислорода, дегрануляцию и адгезию
нейтрофилов к эндотелию. Тем не менее, функ-
циональный ответ на различные воздействия
в отношении нейтрофилов, изолированных из
крови, и в составе цельной крови существенно

Таблица 1. Интенсивность сигнала хемилюминесценции крови в присутствии люминола после добавления в нее
нативных или модифицированных ЛНП (ХЛ1) и последующего ответа на ФМА (ХЛ2)

ЛНП ХЛ1, В ХЛ2, В

ЛНП (контроль) 1.7 ± 1.2 5.6 ± 0.4

ЛНП-HOCl 0.9 ± 0.4 5.6 ± 0.8

ЛНП-HOBr 1.0 ± 0.4 6.0 ± 2.3

ЛНП + метилглиоксаль 1.2 ± 0.5 4.2 ± 1.8

ЛНП + глиоксаль 1.6 ± 0.3 8.1 ± 1.3

Рис. 4. Количество НВЛ в мазках крови после инкубации в течение 30 мин с ЛНП-HOCl и ЛНП-HOBr в процентах к
контролю (нативные ЛНП).
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отличается [20]. Оценка способности выделен-
ных нейтрофилов генерировать НВЛ in vitro мало
соотносится с реальными событиями в крови, по-
скольку при выделении нейтрофилов часть кле-
ток теряется, удаляются белки и клетки, несущие
на поверхности паттерн сиаловых кислот, тормо-
зящий активацию нейтрофилов [20]. Все это за-
трудняет оценку значимости получаемых в экспе-
риментах данных для рассмотрения вопросов,
связанных с механизмами нарушения микроцир-
куляции. Таким образом, становится понятно,
что особый интерес представляют прямые мето-
ды регистрации и расчетов количества НВЛ.
Именно поэтому мы в своей работе проводили
количественный анализ НВЛ на мазках крови.
Достоинство этого подхода заключаются в том,
что помимо прямой регистрации количества НВЛ
в цельной крови он может быть легко реализован
в клинических условиях. Следует отметить, одна-
ко, что в крови присутствуют клетки, различные
белки и низкомолекулярные соединения, спо-
собные тушить индуцированную хемилюминес-
ценцию. Возможно, именно по этой причине нам
не удалось зарегистрировать активацию хемилю-
минесценции нейтрофилов в цельной крови в
ответ на добавление модифицированных ЛНП
(табл. 1).

Вторая причина может быть связана с гетеро-
генностью популяции нейтрофилов [29]. Если в
образование НВЛ при действии модифицирован-
ных активными формами галогенов ЛНП вовле-
кается лишь небольшое количество клеток, то для
статистически достоверной регистрации изме-
нения количества нейтрофилов и хемилюминес-
центного ответа на ФМА чувствительности исполь-
зованных методов может оказаться недостаточно.
Наконец, нельзя исключить, что при действии
ЛНП, модифицированных в условиях галогени-
рующего стресса, развивается ранее не описан-
ный вариант медленного кислород-независимого
нетоза. Проведенное исследование показало, что
появление модифицированных активными фор-
мами галогенов ЛНП в крови способно активиро-
вать нетоз. Таким образом, увеличение НВЛ в
крови в результате развития галогенирующего
стресса повышает вероятность образования мик-
ротромбов, что может приводить к блокированию
кровотока по микрососудам и нарушению микро-
циркуляции.

Работа поддержана грантом РФФИ 17-04-00530.
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Neutrophil Extracellular Trap Formation in Whole Blood Caused
by Low Density Lipoproteins Modified under Conditions Mimicking

Halogenative and Carbonyl Stress
L. Y. Basyreva1, E. V. Mikhalchik1, A. K. Tikhaze2, S. A. Gusev1,

V. Z. Lankin2, O. M. Panasenko1, *
1Federal Research and Clinical Center of Physical-Chemical Medicine, Federal Medical Biological Agency,

Moscow, 119435 Russia
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We studied the effect of human blood low density lipoproteins (LDL) modified by reactive halogen species
(HOCl, HOBr) or reactive carbonyl species (glyoxal, methylglyoxal) on NETosis. A 2-h incubation of blood
with LDL modified by reactive halogen species led to a significant increase in the number of neutrophil ex-
tracellular traps (NETs), as observed in blood smears, indicating the induction of NETosis. Such an effect
was not found for LDL modified by carbonyl compounds (glyoxal or methylglyoxal). Examination of blood
smears showed that the number and morphology of neutrophils were not changed after incubation with native
LDL or LDL modified by the above compounds. The addition to blood of LDL modified by reactive halogen
species, as well as by carbonyls, caused no significant increase in blood luminol-dependent chemilumines-
cence. When following modified LDL, a cell activator (phorbol-12-myristate-13-acetate) was added to the
blood, the chemiluminescence signal increased but did not differ significantly from that for control (native)

3Br−
2OBr−
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LDL. At an earlier time (30 min) of blood incubation with LDL, neither native nor modified LDL showed
activating effect on NETosis. Consequently, NETosis induced by LDL modified by reactive halogen species
is apparently a slow, oxygen-independent process not accompanied by neutrophil death. An elevated level of
circulating NETs in response to halogenative stress increases the likelihood of microthrombus formation and
disturbance of the microcirculation.

Keywords: NETosis, neutrophil extracellular traps (NETs), low density lipoproteins, reactive halogen spe-
cies, halogenative stress, carbonyl stress
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