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Нейтрофилы способны формировать внеклеточные ловушки, состоящие из хроматина и гранулярных
белков, в которые, как в сети, попадают бактерии. Этот процесс, называемый нетозом и подробно изучен-
ный при воздействии на клетки форболового эфира (ФМА), протекает в течение 2–3 ч и зависит от актив-
ных форм кислорода, синтезируемых НАДФН-оксидазой (так называемый классический нетоз). Цель на-
стоящей работы – изучение особенностей протекания нетоза, вызванного действием стеариламина (СА),
растворенного в ДМСО или введенного в состав липосом из фосфатидилхолина (ФХ), по сравнению с не-
тозом, вызванным ФМА. Нейтрофилы человека инкубировали в присутствии 0.2 мг/мл СА (содержание
ДМСО 2%) или с катионными липосомами из ФХ, содержащими СА (ФХ-СА-липосомы; концентрации
ФХ и СА – соответственно 1.8 и 0.2 мг/мл). С помощью конфокальной флуоресцентной микроскопии на
фиксированных препаратах нейтрофилов показали, что СА, как растворенный в ДМСО, так и в составе
липосом, вызывает образование нейтрофильных внеклеточных ловушек. Кинетику протекания нетоза
изучали на живых клетках в режиме реального времени с помощью флуоресцентно меченных ФХ-СА-ли-
посом. Установили, что при добавлении к нейтрофилам ФХ-СА-липосомы сначала адсорбируются на от-
дельных участках цитоплазматической мембраны, а при увеличении времени воздействия – по всей ее по-
верхности. При этом происходит деконденсация хроматина и слияние содержимого ядра с цитоплазмой –
стадии, общие с нетозом, индуцированным форболовым эфиром. Однако нетоз, вызванный СА, протекает
со значительно большей скоростью (30–90 мин) по сравнению с нетозом, вызванным ФМА. Следует под-
черкнуть, что при этом СА не индуцирует кислородный взрыв (в отличие от ФМА), что показано методом
люминол-зависимой хемилюминесценции. На процесс образования ловушек нейтрофилами под дей-
ствием ФХ-СА-липосом не влияли апоцинин и DPI (ингибиторы НАДФН-оксидазы) и каталаза, что так-
же свидетельствует о том, что СА стимулирует АФК-независимое образование нейтрофильных внеклеточ-
ных ловушек.
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ная флуоресцентная микроскопия, липосомы из фосфатидилхолина, люминол-зависимая хемилюминес-
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В том случае, когда фагоцитоз оказывается неэф-
фективным из-за большого размера или из-за боль-
шого количества патогенов, нейтрофилы защищают
организм ценой собственной жизни, образовывая
внеклеточные ловушки. Этот процесс, впервые по-

этапно описанный группой Циклинского (Brink-
mann et al., 2004), носит название нетоза (neutrophil
extracellular traps, NETosis) или образования внекле-
точных ловушек нейтрофилами. Нетоз вызывают
многие индукторы: ФМА, вирусы, бактерии и ком-
поненты бактериальной стенки (липополисахарид),
цитокины IL-8 или TNFα, катионные липосомы
(Ramos-Kichik et al., 2009; Goldmann, Medina, 2013;
Воробьева, Пинегин, 2014; de Buhr et al., 2016; Hu et al.,
2017; Лотош и др., 2018). При образовании ловушек
клетка выбрасывает во внеклеточное пространство
хроматин, с которым связаны бактерицидные белки

Принятые сокращения: АФК – активные формы кислорода,
ДМСО – диметилсульфоксид, СА – стеариламин, ФМА – фор-
боловый эфир миристат ацетата (форбол-12-миристат-13-аце-
тат), ФХ – фосфатидилхолин, ФХ-СА-липосомы – липосомы из
ФХ, содержащие СА, ХЛ – хемилюминесценция, DPI – дифени-
лениодониум хлорид, NBD – 1-Oleoyl-2-[12-[(7-nitro-2-1,3-ben-
zoxadiazol-4-yl)amino]dodecanoyl].
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и ферменты гранул. Ловушки выглядят как длинные
нитеподобные или облакоподобные структуры, пре-
вышающие размер клетки в десятки раз. Именно
они связывают грамположительные и грамотрица-
тельные бактерии и грибы (Urban et al., 2006).

Нетоз, вызываемый ФМА, характеризуется зави-
симостью от АФК, синтезируемых НАДФН-оксида-
зой, и длительностью подготовки клетки к выбросу
ДНК, составляющей 3–4 ч. Есть данные, которые сви-
детельствуют о том, что нетоз может развиваться по
АФК-независимому механизму и значительно быст-
рее – за 10–30 мин (Pilsczek et al., 2010; Rochael et al.,
2015; Díaz-Godínez et al., 2018). Механизм АФК-не-
зависимого нетоза, называемого ранним (быстрым)
нетозом, изучен недостаточно. Ранее было показа-
но, что стеариламин (СА), введенный в липосомы из
фосфатидилхолина (ФХ-СА-липосомы), вызывает
образование внеклеточных ловушек нейтрофилов
(Лотош и др., 2018).

Цель данной работы – изучение динамики разви-
тия нетоза под действием СА, растворенного в ДМСО
или включенного в состав липосом, и поэтапное срав-
нение его с нетозом, индуцированным ФМА.

МАТЕРИАЛ И МЕТОДИКА
Реагенты. В работе использовали: соевый ФХ (Lipoid

GmbH, Германия); СА, ФМА, DPI (Sigma-Aldrich, Гер-
мания); апоцинин (4'-гидрокси-3'-метокси-ацето-
фенон; CarlRoth, Германия); люминол и акридино-
вый оранжевый (ДИАЭМ, Россия); раствор Хенкса,
среду RPMI и фетальную сыворотку (Панэко, Рос-
сия), метанол (Lab-Scan, Таиланд), краситель
Hoechst 33342 (Thermofisher, США), ДМСО (Факт,
Россия), флуоресцентно меченый ФХ (1-Oleoyl-2-
[12-[(7-nitro-2-1,3-benzoxadiazol-4-yl)amino]dodeca-
noyl]-sn-Glycero-3-Phosphocholine, 18 : 1–12 : 0 NBD
PC (Avanti Polar Lipids, США).

Выделение нейтрофилов. После информирован-
ного согласия доноров была получена венозная
кровь, нейтрофилы выделяли центрифугированием
в градиенте плотности фиколла (1.077 и 1.119 г/см3)
по описанной методике (Malech et al., 2012), далее
клетки суспендировали в растворе Хенкса (содержа-
щем глюкозу, соли Са2+ и Mg2+). Для микроскопиче-
ского исследования проводили гипотонический ли-
зис эритроцитов, клетки суспендировали в среде
RPMI 1640, содержащей 1% фетальной сыворотки.
Число клеток подсчитывали в камере Горяева. По-
лучали (3–8) × 106 кл./мл.

Липосомы из ФХ в конечной концентрации
2 мг/мл (2.5 мМ) получали методом экструзии в фос-
фатном буфере, рН 7.4. Липосомы из смеси ФХ и СА
(9 : 1 по весу) (ФХ-СА-липосомы) содержали соот-
ветственно 0.2 мг/мл СА (0.74 мМ СА). Размер липо-
сом и дзета-потенциал определяли на приборе Zetasiz-
er Nano (Malvern, Англия). Для создания флуоресцент-
но меченых липосом в их состав включали 5% ФХ,

содержащего флуоресцентную метку NBD (ФХ-ФХ*-
липосомы и ФХ-СА-ФХ*-липосомы; звездочка
означает содержание в липосомах флуоресцентной
метки).

Кислородный взрыв нейтрофилов оценивали мето-
дом люминол-зависимой ХЛ с помощью хемилюми-
нометра Lum-1200 (ДИСофт, Россия). Нейтрофилы
((1–4) × 105) инкубировали в растворе Хенкса (37°С,
15 мин) с 0.2 мг/мл СА (растворен в ДМСО, содержа-
ние ДМСО в образце 2%) или 2% ДМСО в присут-
ствии 10 мкМ люминола, затем клетки стимулирова-
ли ФМА (40 нМ) и оценивали хемилюминесценцию.

Флуоресцентная микроскопия. Нейтрофильные
внеклеточные ловушки визуализировали с помощью
флуоресцентного конфокального микроскопа
FluoView Olympus 10i (Япония). Нейтрофилы ((2–5) ×
× 105 клеток) культивировали в среде RPMI 1640 в
96-луночном планшете (Медполимер, Россия) при
37°С в присутствии СА в конечной концентрации
0.2 мг/мл (содержание ДМСО 2%), или 40 нМ ФМА
(содержание ДМСО 2%), или 2% ДМСО. Через
определенные промежутки времени (30, 60, 90 и
120 мин) клетки отбирали, наносили на предметное
стекло с L-полилизином, фиксировали метанолом.
Ядра окрашивали с помощью акридинового оранже-
вого (0.1 мг/мл в PBS, pH 3.4). Микроскопию живых
клеток проводили в режиме реального времени в
чашках Петри для конфокальной микроскопии
(SPL, Корея) в среде RPMI 1640 при температуре ка-
меры микроскопа 37°С. В этом случае ядра окраши-
вали 10 мкМ Hoechst 33342.

Ингибиторный анализ. Для ингибирования
NADPH-оксидазы нейтрофилы предварительно инку-
бировали в среде RPMI 1640 (37°С, 15 мин) с 200 мкМ
апоцинина или 10 мкМ DPI; для катализирования
пероксида водорода – с каталазой. Во всех пробах
присутствовало 10 мкМ люминола. Затем добавляли
ФХ- или ФХ-СА-липосомы, или ФМА и исследовали
клетки с помощью флуоресцентной микроскопии.

РЕЗУЛЬТАТЫ

Кислородный взрыв нейтрофилов. Использовали
метод люминол-зависимой ХЛ. К выделенным ней-
трофилам в растворе Хенкса добавляли СА в конеч-
ной концентрации 0.2 мг/мл (содержание ДМСО 2%)
и люминол (10мкМ), инкубировали 15 мин при 37°С,
затем клетки стимулировали ФМА (40 нМ).

Таким же образом оценивали влияние СА на
спонтанную ХЛ (без стимуляции ФМА). ДМСО
(2%) не оказывал влияния на интенсивность кисло-
родного взрыва, вызванного ФМА (данные не пред-
ставлены). Исследование нейтрофилов, выделенных
из 5 образцов крови здоровых добровольцев, показа-
ло, что СА в концентрации 0.2 мг/мл не оказывал сти-
мулирующего действия на нейтрофилы, т.е. не вызы-
вал кислородного взрыва. Кроме того, СА полностью
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подавлял как спонтанную ХЛ нейтрофилов, так и
кислородный взрыв, вызванный ФМА. (рис. 1).

Нейтрофильные внеклеточные ловушки выявляли
методом флуоресцентной микроскопии. Нейтрофи-
лы инкубировали в среде RPMI 1640 при 37°C с СА,
растворенным в ДМСО, в контрольных образцах со-
держалось 2% ДМСО. В качестве контрольной спо-
собности клеток к образованию ловушек использо-
вали ФМА – известный индуктор классического не-
тоза (40 нм в присутствии 2% ДМСО). Присутствие
2% ДМСО в среде в течение 180 мин не приводило к
разрушению клеток и их структурным и морфологи-
ческим изменениям (данные не представлены). До-
бавление 0.2 мг/мл СА во всех случаях вызывало об-
разование внеклеточных ловушек нейтрофилами. В
присутствии СА ловушки образовывались гораздо
быстрее, чем при активации ФМА, и в их образова-
нии участвовала большая процентная доля клеток.
На рис. 2 представлены фотографии нейтрофилов,
выделенных из крови двух доноров: рис. 2а, 2б – до-
нор № 1, рис. 2в, 2г – донор № 2. В первом случае
нейтрофилы инкубировали с СА 30 мин, во втором –
90 мин. Во всех случаях нейтрофилы, инкубирован-
ные с СА, образовывали ловушки которые имели
вид длинных тонких нитей ДНК (рис. 2б, 2г).

На рис. 2б (донор № 1) видно, что за 30 мин дей-
ствия СА практически все клетки образовали ловуш-
ки, в то время как в нейтрофилах, стимулированных
ФМА, процесс нетоза развивался медленнее и через
30 мин он был еще незаметен, т.к. сохранялись целост-
ность клеток и дольчатое строение ядра (рис. 2а). Из
рис. 2в (донор № 2) следует, что действие ФМА в те-
чение 90 мин вызывает образование ловушек в мень-
шей степени (участвует около 10% клеток), чем СА за
то же время (участвует около 50% клеток) (рис. 2г).
Аналогичные результаты – более быстрое образова-

ние ловушек нейтрофилами, инкубированными с
СА, по сравнению со стимуляцией ФМА – были по-
лучены на нейтрофилах, выделенных из крови еще
трех добровольцев.

Итак, при действии на нейтрофилы СА не проис-
ходит синтеза АФК, но развиваются ловушки. По
сравнению с ФМА, ловушки в присутствии СА раз-
виваются быстрее (90–180 и 30–90 мин соответ-
ственно) и в процессе их образования задействовано
большее количество клеток.

ФХ-СА-липосомы вызывают образование нейтро-
фильных внеклеточных ловушек. Поскольку СА пло-
хо растворим в воде, необходимо было оценить вли-
яние его растворимой формы на образование лову-
шек. Для этого СА включали в состав липосом из
ФХ. Использовали ФХ-СА-липосомы, содержащие
1.8 мг/мл ФХ и 0.2 мг/мл СА. В качестве контроля
использовали “пустые” липосомы из ФХ (ФХ-липосо-
мы). Диаметр липосом составлял 140 ± 49 нм. Дзета-
потенциалы ФХ-липосом и ФХ-СА-липосом были
равны –(1.74 ± 0.31) и 11.4 ± 0.44 мВ соответственно.

Нейтрофилы ((2–5) × 105 клеток) инкубировали с
ФХ-СА- и ФХ-липосомами в среде RPMI 1640 в те-
чение 30 или 90 мин при 37°С. Клеточную взвесь на-
носили на стекло с L-полилизином, фиксировали
метанолом, ДНК окрашивали акридиновым оран-
жевым, клетки наблюдали с помощью флуоресцент-
ной микроскопии. Установили, что присутствие в
среде ФХ-СА-липосом, так же, как и с СА, раство-
ренного в ДМСО, сопровождалось образованием
нейтрофильных ловушек, в то время как ФХ-липо-
сомы не приводили к каким-либо морфологическим
изменениям клеток, как это было показано ранее
(Лотош и др., 2018). На рис. 3а, 3б, 3в приводятся ре-
зультаты исследования нейтрофилов, выделенных
из крови трех добровольцев. На рис. 3г представлены

Рис. 1. Влияние стеариламина (СА) на кислородный взрыв нейтрофилов, определяемый методом люминол-зависимой хеми-
люминесценции (ХЛ). Кривые: 1 – кислородный взрыв нейтрофилов, стимулированных 40 нМ ФМА, 2 – спонтанная ХЛ ней-
трофилов (без стимуляции ФМА), 3 – кислородный взрыв нейтрофилов, стимулированных 40 нМ ФМА в присутствии
0.2 мг/мл СА, 4 – спонтанная ХЛ нейтрофилов в присутствии 0.2 мг/мл СА. Число клеток в каждой пробе 2 × 105, во всех про-
бах присутствует 2% ДМСО.
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результаты инкубирования клеток с ФХ-липосома-
ми (контроль).

Итак, как и в случае с раствором СА в ДМСО
(рис. 2б, 2г), ФХ-СА-липосомы вызывали быстрое
(по сравнению с ФМА) образование нейтрофильных
внеклеточных ловушек. Ловушки были в виде как
длинных тонких нитей ДНК (рис. 3а, 3в), так и обла-
коподобных структур (рис. 3б). Из рис. 3а, 3б (два
разных случая) видно, что через 30 мин взаимодей-
ствия с ФХ-СА-липосомами большинство нейтро-
филов уже образовали ловушки. В третьем случае
(рис. 3в) при большем времени наблюдения (90 мин)
все клетки образовали нитеобразные ловушки, в то
время как контрольные ФХ-липосомы такого дей-
ствия не оказывали (рис. 3г).

Итак, СА, включенный в липосомы, действует на
нейтрофилы так же, как и раствор СА в ДМСО – вы-
зывает быстрый (по сравнению с ФМА) нетоз. Меха-
низм действия СА отличен от механизма действия

ФМА, поскольку СА не индуцирует кислородный
взрыв.

Чтобы визуализировать взаимодействие ФХ-СА-
липосом с нейтрофилами, использовали флуорес-
центно меченные липосомы, содержащие 5% ФХ,
меченного флуоресцентным красителем NBD
(ФХ-СА-ФХ*-липосомы (1.7 : 0.2 : 0.1)). В качестве
контроля использовали флуоресцентно меченые
ФХ-ФХ*-липосомы (0.9 : 0.1). Взаимодействие на-
блюдали на живых (т.е. не фиксированных) клетках
в режиме реального времени с помощью конфокаль-
ной флуоресцентной микроскопии. Нейтрофилы в
среде RPMI 1640, нанесенные на чашки Петри для
конфокальной микроскопии, выдерживали 10 мин
при 37°С для адсорбции клеток. Затем добавляли
ФХ-СА-ФХ*-липосомы или ФХ-ФХ*-липосомы.
Живые клетки фотографировали через определен-
ные промежутки времени при температуре камеры
микроскопа 37°С. На рис. 4 представлено взаимо-

Рис. 2. Образование внеклеточных ловушек нейтрофилами в присутствии СА. Нейтрофилы выделены из крови двух доноров.
Донор 1: а, б – клетки инкубировали 30 мин в присутствии 40 нМ ФМА (контроль) и 0.2 мг/мл СА соответственно. Донор 2:
в, г – клетки инкубировали 90 мин в присутствии 40 нМ ФМА (контроль) и 0.2 мг/мл СА соответственно. Клетки инкубиро-
вали в среде RPMI 1640 при 37°С, во всех пробах присутствует 2% ДМСО. Масштабная линейка: 20 мкм.
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действие липосом с нейтрофилами. На рис. 4а, 4б
липосомы видны во внеклеточном пространстве в
виде отдельных светящихся точек (зеленые), т.е. вза-
имодействие нейтрофилов с ФХ-ФХ*-липосомами
отсутствует. Представленный снимок сделан через
120 мин после добавления ФХ-ФХ*-липосом, на
протяжении этого времени взаимодействия, т.е. ад-
сорбции липосом на цитоплазматической мембране
клеток, не происходило, на основании чего можно
сделать вывод о том, что контрольные липосомы из
ФХ при инкубации с клетками остаются интактны-
ми. На рис. 4в, 4г представлено взаимодействие кле-
ток с ФХ-СА-ФХ*-липосомами. На фотографиях
видно, что ФХ-СА-ФХ*-липосомы адсорбируются
на поверхности цитоплазматической мембраны, об-
разуя окружность, т. о. происходит прямое взаимо-
действие положительно заряженных липосом, со-
держащих СА, с клеткой.

Далее изучали динамику связывания ФХ-СА-
ФХ*-липосом и динамику развития нетоза. Клетки в
среде RPMI 1640 сорбировали на чашках Петри для
конфокальной микроскопии, затем среду удаляли и
добавляли ДНК-краситель Hoechst 33342 в среде
RPMI 1640, инкубировали 10 мин при 37°С для окра-
шивания ДНК, затем добавляли ФХ-СА-ФХ*-липо-
сомы. Живые клетки фотографировали через опре-
деленные промежутки времени при температуре ка-
меры микроскопа 37°С. Динамика связывания таких
липосом представлена на рис. 5, из которого видно,
что ФХ-СА-ФХ*-липосомы адсорбируются на поверх-
ности клеток постепенно, и их количество увеличива-
ется с увеличением времени инкубации. Обращает на
себя внимание тот факт, что сначала флуоресцент-
но-меченные липосомы адсорбируются локально,
на отдельном сегменте клеточной мембраны, обра-
зуя флуоресцентные полуокружности. И только
при увеличении времени инкубации до полутора

Рис. 3. Образование внеклеточных ловушек нейтрофилами (от трех доноров) в присутствии липосом из фосфатидилхолина,
содержащих СА (ФХ-СА-липосом) в течение 30 (а, б, донор 1, 2 соответственно) и 90 (в, донор 3) мин. г – Контроль, клетки
инкубированы с ФХ-липосомами в течение 90 мин. Во всех случаях клетки инкубировали в среде RPMI 1640 при 37°С. Мас-
штабная линейка: 20 мкм.
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часов флуоресцентные липосомы адсорбировались
на всей окружности мембраны.

Наблюдая развитие нетоза в клетках, ядро кото-
рых было окрашено Hoechst 33342, установили, что
уже через 30 мин клетки, инкубированные с ФХ-СА-
липосомами, округлялись. В течение 40–65 мин хро-
матин деконденсировался и смешивался с содержи-
мым цитоплазмы, которая равномерно окрашивалась
красителем на ДНК. Через 80–95 мин все клетки пре-
терпевали изменения, характерные для нетоза.

Из полученных результатов можно сделать вывод,
что ФХ-липосомы, в отличие от СА-липосом, не вза-
имодействуют с плазматической мембраной и не ин-
дуцируют нетоз, а адсорбция СА-липосом происхо-
дит неравномерно, на отдельных участках мембраны
нейтрофилов, и сопровождается развитием нетоза.

При сопоставлении литературных и собственных
данных можно сделать вывод, что динамика разви-

тия ловушек и морфологические изменения в клетках
схожи с описанными в литературе для ФМА, однако
отсутствие кислородного взрыва указывает на реали-
зацию иного механизма развития ловушек, отлично-
го от АФК-зависимого (Goldmann, Medina, 2013). Для
подтверждения этого предположения мы изучили
действие известных блокаторов НАДФН-оксидазы
(апоцинина и DPI) и фермента каталазы, катализиру-
ющего разложение пероксида водорода, на появление
ловушек при инкубации нейтрофилов с ФХ-СА-липо-
сомами. Нейтрофилы предварительно инкубирова-
ли (в растворе Хенкса для определения кислородно-
го взрыва или в среде RPMI для выявления ловушек) с
апоцинином (200 мкМ), или DPI (10 мкМ), или ката-
лазой (2000 ед/мл) в течение 10 мин при 37°С, затем до-
бавляли ФХ-СА-липосомы. В контрольных экспери-
ментах подтвердили, что ингибиторы НАДФН-окси-
дазы и каталаза блокируют кислородный взрыв и

Рис. 4. Взаимодействие с нейтрофилами липосом, не содержащими (а, б) и соодержащими (в, г) СА. Конфокальная флуорес-
центная микроскопия. Клетки инкубировали в среде RPMI при 37°С 120 мин с флуоресцентно мечеными (ФХ*) липосомами
(зеленое свечение): а, б – инкубация с ФХ-ФХ*-липосомами; в, г – инкубация с ФХ-СА-ФХ*-липосомами. Масштабная ли-
нейка: 15 (а), 10 (б, г) и 20 (в) мкм.
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образование ловушек под действием ФМА (данные
не приводятся). В случае ФХ-СА-липосом результат
оказался прямо противоположным: ни каталаза, ни
апоцинин, ни DPI не подавляли образование лову-
шек, вызванных ФХ-СА-липосомами (рис. 6). Это
подтверждает сделанное выше предположение о ме-
ханизме развития ловушек, не требующем АФК,
синтезируемых НАДФН-оксидазой. Это означает,

что нетоз при действии ФХ-СА-липосом идет по
NOX2-независимому механизму.

ОБСУЖДЕНИЕ
Для изучения нетоза наиболее часто используется

химический активатор ФМА. Хронология нетоза,
индуцированного ФМА, изучена довольно подроб-
но. Есть даже видео этого процесса, которое сняли ав-

Рис. 5. Развитие нетоза при взаимодействии нейтрофилов с липосомами, содержащими СА. Конфокальная флуоресцентная
микроскопия в режиме реального времени. Клетки инкубировали с флуоресцентно мечеными ФХ-СА-ФХ*-липосомами (зе-
леное свечение) в течение 125 мин и фотографировали через определенные промежутки времени. Ядра окрашивали красите-
лем Hoechst 33342. Масштабная линейка: 20 мкм.
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Рис. 6. Образование внеклеточных ловушек нейтрофилами в присутствии липосом из ФХ, содержащих СА (ФХ-СА-липо-
сом). Клетки предварительно были обработаны ингибиторами образования АФК: а – 200 мкМ апоцинина, б – 10 мкМ DPI,
в – 2000 ед/мл каталазы. Масштабная линейка: 20 мкм.
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торы, изучавшие нетоз, стимулированный ФМА, в
течение 3 ч на живых клетках постадийно (Fuchs et al.,
2007). Другими авторами было установлено, что че-
рез 10 мин после добавления стимула падает мито-
хондриальный мембранный потенциал и начинает-
ся вакуолизация (Remijsen et al., 2011), далее в течение
1–1.5 ч после стимуляции клетки округляются, стано-
вятся плоскими, происходит смешение гетеро- и эух-
роматина, ядро теряет сегментированную структуру,
хроматин деконденсируется, внутренний и внешний
листки ядерной мембраны отделяются друг от друга,
распадаются мембраны гранул цитоплазмы, в том
числе азурофильных гранул, содержащих эластазу и
миелопероксидазу (МПО). Через 2 ч действия ФМА
ядерные мембраны формируют отдельные везикулы,
через 3 ч ядерная оболочка распадается на многочис-
ленные мелкие везикулы, вся клетка заполняется
хроматином, нуклеоплазма и цитоплазма сливаются в
гомогенную массу (Brinkmann, Zychlinsky, 2012). В
присутствии ДНК-красителя вся клетка представля-
ет собой равномерно окрашенное пятно и ядро не ви-
зуализируется. В завершение (через 3–4 ч) происходит
прорыв клеточной мембраны и очень быстрый, в тече-
ние 3–5 мин, выброс внутриклеточного содержимого
(Fuchs et al., 2007), т.е., образование внеклеточных ло-
вушек, в составе которых находятся ДНК, гистоны,
ферменты гранул, в том числе эластаза и МПО, бак-
терицидные пептиды (Воробьева, Пинегин, 2014). Они
образуют во внеклеточном пространстве гелеобразную
сеть из фибрилл, которые видны на электронных мик-
рофотографиях (Brinkmann et.al., 2004).

Биологическая значимость этого процесса заклю-
чается в том, что бактерии задерживаются в образо-
вавшейся сети из белков и нуклеиновых кислот за
счет электростатического взаимодействия положи-
тельно заряженной структуры ловушек с отрицатель-
но заряженными бактериями (Goldmann, Medina,
2013), благодаря чему блокируется их дальнейшее
распространение по организму. Такие драматиче-
ские изменения морфологии клетки являются след-
ствием взаимосвязанных биохимических процессов:
кислородного взрыва, повышения уровня Са2+, акти-
вации фермента PAD4 (Neeli et al., 2008), который в ги-
стоне Н3 превращает аргинин в цитруллин (цитрулли-
нирование гистонов), что приводит к ослаблению свя-
зи гистонов с ДНК и деконденсации хроматина.

Известно, что ФМА, непосредственно стимули-
рующий протеинкиназу С, вызывает образование
АФК, а в присутствии антиоксидантов ингибирует-
ся как кислородный взрыв, так и развитие ловушек
(Vorobjeva, Pinegin, 2016). Кроме того, такая форма
АФК, как пероксид водорода, способна стимулиро-
вать образование ловушек даже нейтрофилами до-
норов с хронической гранулематозной болезнью,
при которой нейтрофилы не способны к кислород-
ному взрыву и нетозу (Goldmann, Medina, 2013).
Присутствие эндогенной каталазы, разлагающей пе-
роксид водорода, блокирует нетоз в клетках, стиму-
лированных ФМА (Fuchs et.al., 2007). Ингибирова-

ние НАДФН-оксидазы DPI или апоцинином также
предотвращает образование АФК и, соответственно,
образование ловушек (Fuchs et al., 2007; Remijsen et al.,
2011; Stoiber et al., 2015). Эти данные позволили сде-
лать заключение, что АФК необходимы для разви-
тия нетоза,  который протекает по так называемому
NOX2-зависимому пути, называемому “классиче-
ским”. Пока механизм такого сопряжения неизве-
стен. Были высказаны разные предположения о роли
АФК: они вызывают инактивацию каскада каспаз, что
предотвращает развитие апоптоза (Goldmann, Medina,
2013) или способствуют выходу нейтрофильной эла-
стазы из гранул и ее миграции в ядро, где эластаза рас-
щепляет гистоны, способствуя деконденсации хро-
матина (Papayannopoulos et al., 2010).

Однако в последнее время появились данные об
иных механизмах нетоза, отличных от классическо-
го, вызванного ФМА. В настоящей работе такой ме-
ханизм обозначен как “неклассический” нетоз. От-
личия от классического нетоза состоят в том, что вы-
брос ДНК происходит значительно быстрее –  через
5–60 мин, например, при стимуляция нейтрофилов
катионными липосомами (Hwang et al., 2015), про-
стейшими, ионофором кальция (Díaz-Godínez et al.,
2018; Rochael et al., 2015), S. aureus (Pilsczek et al.,
2010) или при активации тромбоцитами рецептора
TLR4 нейтрофилов (Clark et al., 2007). Этот тип нетоза
называют быстрым или ранним. Кроме того, описы-
вается “витальный”, или “везикулярный” (против
“суицидального” или “литического”) тип нетоза, при
котором ядро быстро распадается на везикулы (de
Buhr et al., 2016) и выбрасывается митохондриальная
ДНК (Díaz-Godínez et al., 2018) с сохранением жизне-
способности клетки (Pilsczek et al., 2010; de Buhr et al.,
2016).

Существенное отличие нетоза “неклассического”
от “классического” в том, что он независим от АФК
(Pilsczek et al., 2010; Yipp, Kubes, 2013; Rochael et al.,
2015; Díaz-Godínez et al., 2018) и не блокируется апо-
цинином. Объединяет оба типа нетоза то, что клетка
претерпевает схожие изменения морфологии ядра и
гранул: эластаза мигрирует в ядро, происходит цит-
руллирование гистонов, ядро теряет сегментирован-
ность. В составе ловушек присутствуют эластаза,
МПО, гистоны, антимикробные пептиды.

Таким образом, нетоз может происходить с помо-
щью различных механизмов: 1) классического образо-
вания ловушек посредством клеточного лизиса; 2) ве-
зикулярного способа выброса ядерной ДНК с сохране-
нием жизнеспособности клеток; и 3) высвобождения
митохондриальной ДНК с сохранением жизнеспособ-
ности клеток (de Buhr, et al., 2016). Анализ литера-
турных данных позволяет сделать заключение, что
механизм нетоза варьирует в зависимости от способа
стимуляции клеток (непосредственно через мембра-
ну либо через какой-либо рецептор).

Анализ полученных результатов по образованию
ловушек нейтрофилами под действием раствора СА



316

ЦИТОЛОГИЯ  том 61  № 4  2019

ЛОТОШ и др.

в ДМСО и ФХ-СА-липосом позволяет утверждать,
что в этом случае нетоз проходит те же выше описан-
ные классические этапы: ядро теряет сегментацию,
клетка округляется, ядро смешивается с компонен-
тами цитозоля и вся клетка выглядит как равномер-
но окрашенная поверхность по окружности которой
располагаются СА-ФХ-липосомы (рис. 5). В конце
концов происходит прорыв клеточной мембраны и
ядерный материал в виде длинных нитей или облаков
секретируется наружу. Однако есть отличия: кислород-
ный взрыв отсутствует (не регистрируется методом лю-
минол-зависимой ХЛ), ингибиторы НАДФН-окси-
дазы (апоцинин и DPI) не блокируют нетоз, а сам
процесс нетоза происходит значительно быстрее по
сравнению с этим же процессом, индуцированным
ФМА.

Механизм действия СА на нейтрофилы изучали
ранее и авторы установили, что длинноцепочечные
алкиламины, в том числе СА, ингибируют кисло-
родный взрыв нейтрофилов за счет блокирования
сборки НАДФН-оксидазы (Sawai et al., 1999). Следует
учитывать, что СА представляет собой амфифильную
молекулу, содержащую гидрофобную область – оста-
ток насыщенной жирной кислоты (18 : 0) и свобод-
ную аминогруппу. Анализ литературы показал, что
обе части молекулы могут участвовать во взаимодей-
ствии с нейтрофилами. С одной стороны, было уста-
новлено взаимодействие остатка жирной кислоты со
специфическим рецептором на плазматической мем-
бране нейтрофилов (Mena et al., 2016); связывание с
этим рецептором ненасыщенных длинноцепочеч-
ных жирных кислот приводило к усилению фосфо-
рилирования белков из-за активации ряда протеин-
киназ, активации СОХ-2, экспрессии ИЛ-8 и секре-
ции металлопротеиназы-9. Именно взаимодействием
с рецептором можно объяснить образование флуо-
ресцирующего слоя ФХ-СА-ФХ*-липосом на по-
верхности плазматической мембраны нейтрофилов.

С другой стороны, соединения, содержащие не
только остаток жирной кислоты, но и свободную ами-
ногруппу, также влияли на функциональную актив-
ность нейтрофилов. Так, показано, что независимо от
стимула (хемотаксический пептид, диацилглицерин,
ФMA, опсонизированный зимозан или арахидоновая
кислота), сфинганин – алифатический спирт, содер-
жащий насыщенную углеводородную цепь C18 и ами-
ногруппу – блокирует кислородный взрыв нейтрофи-
лов (Wilson et al., 1986). Предполагается, что блокиро-
вание происходит через протеинкиназу С, но не путем
ингибирования НАДФН оксидазы. В этой же работе
подчеркивается, что особенности структуры инги-
биторов кислородного взрыва состоят в наличии
длинной алифатической цепи и амина в головной
группе.

Подводя итог полученным результатам, можно
сделать вывод о том, что нетоз, индуцированный
СА, развивается по АФК-независимому механизму.
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STEARYLAMINE INDUCES ROS-INDEPENDENT NEUTROPHIL 
EXTRACELLULAR TRAPS

N. Y. Lotosha, *, S. О. Alyasevab, R. G. Vasilova, and А. А. Selischevaa, c
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bMoscow Technological University, Institute of Thin Chemical Technology, Moscow, 119571 Russia

cLomonosov Moscow State University, Faculty of Biology, Moscow, 119991 Russia
*e-mail: natalotosh@gmail.com

Neutrophils are capable to form extracellular traps consisting of chromatin and granular proteins, in which bacteria
get stuck like in the nets. This process is called netosis and was studied in detail in a model induced by exposure of
neutrophils to Phorbol 12-myristate 13-acetate (PMA). In this case it takes 2–3 hours and requires reactive oxygen
species generated by NADPH oxidase (the so-called classical netosis). The aim of this work was to study the features
of netosis induced by stearylamine (SA) in comparison to netosis caused by PMA. Stearylamine was dissolved in
DMSO or introduced into the liposomes. Neutrophils were isolated from peripheral blood of healthy donors and
incubated with SA dissolved in DMSO (SA 0.2 mg/ml, DMSO 2%) or with cationic phosphatidylcholine liposomes
containing SA (PC-SA-liposomes; PC 1.8 mg/ml, SA 0.2 mg/ml). Neutrophils were fixed with methanol and ob-
served by confocal f luorescence microscopy.  It has been shown that SA both dissolved in DMSO and in liposomes
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evoked the release of neutrophil extracellular traps. The kinetics of  netosis was studied on living cells in real time
using f luorescent labeled PC-SA-liposomes. It was found that PC-SA-liposomes get adsorbed on distinct sites of
the cytoplasmic membrane and with increase of the incubation period liposomes cover all membrane surface. It has
been shown that chromatin decondensation, fusing of nuclei and cytoplasm contents occur during the netosis in-
duced by SA, as well as during the netosis induced by PMA. But netosis caused by SA proceeds at a much higher rate
(30–90 min) compared to netosis caused by phorbol ester. It should be noted that SA did not induce production of
reactive oxygen species, as was shown by the luminol-dependent chemiluminescence. The catalase and the NADPH
oxidase inhibitors apocynin and DPI did not affect the release of neutrophil extracellular traps induced by PC-SA,
which also shows that SA stimulates ROS-independed release of neutrophil extracellular traps.

Keywords: stearylamine, neutrophils, neutrophil extracellular traps, NETosis, f luorescence confocal microscopy,
phosphatidylcholine liposomes, luminol-dependent chemiluminescence
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