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В борьбе с патогенами нейтрофилы используют различные механизмы, включая дегрануляцию, фа-
гоцитоз и высвобождение внеклеточных нейтрофильных ловушек (NET). Изучено влияние синте-
тического формил-пептида (FMLP) на нейтрофилы человека in vitro, а также роль митоксантрона
(MTX) – фармакологического блокатора митохондриального Ca2+-унипортера (MCU), в измене-
ниях нейтрофилов, вызванных FMLP. Изолированные нейтрофилы и препараты нейтрофилов
цельной крови обрабатывали MTX, а затем стимулировали FMLP. Морфологию нейтрофилов и их
содержание определяли с использованием светопольной микроскопии и окрашивания мазков по
Филдсу. Повреждение нейтрофилов оценивали также по высвобождению внеклеточной ДНК. По-
казано, что дегенеративные изменения в нейтрофилах и повышение выхода ДНК из клеток, стиму-
лированных FMLP, негативно ассоциированы с присутствием тромбоцитов в препаратах цельной
крови. Предобработка MTX существенно снижает индуцируемое FMLP повреждение нейтрофилов
и высвобождение ДНК. Индуцируемые FMLP изменения нейтрофилов уменьшает также метфор-
мин – известный ингибитор образования NET. Таким образом, мы не только подтвердили, что
FMLP способен повреждать нейтрофилы, но также выявили вклад MCU в регуляцию морфологи-
ческих изменений нейтрофилов человека, индуцированных FMLP.
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ВВЕДЕНИЕ
Нейтрофилы – жизненно важные компонен-

ты системы врожденного иммунитета – являются
первой линией защиты от патогенов [1]. В ходе
воспаления нейтрофилы поступают в участки ин-
фекции, где убивают патогены с использованием
таких механизмов, как дегрануляция, образова-
ние активных форм кислорода (ROS) и фагоцитоз
[2]. При этом сильные стимулы влияют также на
морфологию нейтрофилов, вызывая изменение
формы ядер и экспансию цитоплазмы. В таких
нейтрофилах расширена ядерная область, ликви-
дированы ядерные доли, деконденсирован хро-
матин, искажена форма клетки, разрушены ядер-
ная и плазматическая мембраны, что может при-
водить к выходу покрытой клеточными белками
ДНК в виде внеклеточных ловушек (NET), еще
одной стратегии борьбы с инфекцией [3, 4]. В по-

следнее время большой интерес вызывает участие
NET в патогенезе таких неинфекционных болез-
ней, как аутоиммунные состояния [5], почечно- и
желчнокаменная болезни [6] и даже в первичной
дисфункции трансплантата [7]. Более того, дегене-
ративные изменения нейтрофилов вносят вклад в
патогенез таких заболеваний, связанных с воспале-
нием, как атеросклероз, воспалительная болезнь
кишечника, легочные синдромы [8–11].

Формил-метионил-лейцил-фенилаланин
(FMLP) – мощный хемоаттрактант хемокинов,
который имитирует формил-пептиды, высво-
бождаемые бактериями в ходе инфекции [12].
FMLP связывается с рецепторами формил-пеп-
тидов на нейтрофилах [13] и индуцирует деграну-
ляцию и фагоцитоз нейтрофилов, повышая уро-
вень клеточного Ca2+ и продукцию ROS [14]. Од-
нако роль FMLP в индукции дегенеративных

1 Статья представлена авторами на английском языке.
Сокращения: WB – цельная кровь; WBP – препараты цельной крови, свободные от тромбоцитов; NET – внеклеточные
нейтрофильные ловушки; FMLP – N-формил-метионил-лейцил-фенилаланин; MCU – митохондриальный Ca2+-унипор-
тер; MTX – митоксантрон.
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изменений, которые могут быть ассоциированы с
образованием NET в нейтрофилах, не установле-
на. Сообщается, что митохондриальный унипор-
тер Ca2+ (MCU), который регулирует вход Ca2+ в
митохондрии [15], индуцирует поляризацию и хе-
мотаксис нейтрофилов [16], но его участие в об-
разовании NET и дегенерации нейтрофилов, ин-
дуцируемой формил-пептидами, не доказано. На-
ми изучены опосредуемые FMLP изменения
нейтрофилов и определен вклад поглощения Ca2+

митохондриями путем фармакологической моду-
ляции MCU с использованием недавно идентифи-
цированного блокатора – митоксантрона (MTX).

ЭКСПЕРИМЕНТАЛЬНАЯ ЧАСТЬ

Получение препарата нейтрофилов центрифуги-
рованием в градиенте плотности (DGP). Обычно
нейтрофилы изучают, используя обогащенные
препараты этих клеток из крови животных, здо-
ровых доноров и/или пациентов [17]. Нейтрофи-
лы из крови человека выделяли с использованием
центрифугирования в двойном градиенте плот-
ности. У каждого донора отбирали по 3 мл крови
в 15 мл фальконовскую пробирку, содержащую
12 мкл гепарина (20 МЕ/мл) в качестве коагулянта,
и разбавляли 3 мл сбалансированного солевого рас-
твора Хенкса (HBSS; “ThermoFisher”, США; Ref:
14175-095). Затем в такую же пробирку вносили 3 мл
Pancoll Human Granulocytes 1.119 г/мл (“Pan-
Biotech”, ФРГ, CAT. № 60110) и осторожно на-
слаивали сверху 3 мл Pancoll Human 1.077 г/мл
(“Pan-Biotech”, CAT. № 60100) в соответствии с
инструкциями фирмы. На верхний слой Pancoll
медленно и осторожно наслаивали 6 мл разбав-
ленной крови. Пробирки центрифугировали в
бакет-роторе (“Kokusan” Япония; модель № H-
103RS) при 1600 об./мин в течение 40 мин без
торможения. После центрифугирования отбира-
ли слой мононуклеарных клеток периферической
крови (PBMC). В случае центрифугирования в
двойном градиенте плотности мы не видели от-
дельного слоя гранулоцитов, как утверждалось в
протоколе фирмы. Гранулоциты соосаждались с
эритроцитами на дно пробирки.

Нижний слой, содержащий гранулоциты и
эритроциты, разбавляли 5 мл HBSS и снова цен-
трифугировали при 800 об./мин в течение 10 мин
без торможения при комнатной температуре в
той же центрифуге. После декантирования супер-
натанта в осадке, содержащем тонкий белый слой
гранулоцитов, проводили лизис эритроцитов с
использованием 33 и 267 мМ NaCl.

В качестве альтернативного дешевого и быстро-
го метода выделения PBMC из цельной крови ис-
пользовали только Pancoll Human 1.077 г/мл. Ниж-
ний слой, содержащий красные кровяные клетки,
обрабатывали для выделения нейтрофилов. В этом

же методе 2 мл Pancoll 1.077 г/мл вносили в дру-
гую 15 мл фальконовскую пробирку, тщательно
наслаивали на него 3 мл разбавленной крови и
центрифугировали при 1600 об./мин без тормо-
жения в течение 15 мин при комнатной темпера-
туре. Слой PBMC отсасывали и переносили в от-
дельную пробирку. Слой эритроцитов разбавляли
5 мл HBSS, эритроциты лизировали, как описано
ранее. Изолированные нейтрофилы ресуспенди-
ровали в HBSS и хранили при комнатной темпе-
ратуре до проведения эксперимента.

Получение препаратов нейтрофилов цельной
крови (WBP). Ранее нейтрофилы получали, ис-
пользуя центрифугирование в градиенте плотно-
сти в комбинации с лизисом эритроцитов для от-
деления нейтрофилов от других клеток крови.
Однако механический стресс, ассоциированный
с активацией нейтрофилов, поставил под вопрос
возможность использования длительного цен-
трифугирования и осмотического шока для обога-
щения фракции нейтрофилов в градиенте плотно-
сти [18]. Поэтому для оценки изменений, вызван-
ных центрифугированием в градиенте плотности,
и влияния тромбоцитов на опосредуемую FMLP
дегенерацию нейтрофилов применили подход, ос-
нованный на использовании цельной крови (WB).
Для этого 5 мл крови отбирали в 15 мл фалько-
новскую пробирку, содержащую 20 мкл гепари-
на (20 МЕ/мл) в качестве антикоагулянта. Затем
кровь переносили в две пробирки – 2 мл в одну и
3 мл в другую. Для опытов с WB в первой пробир-
ке кровь (2 мл) разводили 2 мл HBSS. При полу-
чении препарата нейтрофилов из цельной крови
(WBP) пробирку с 3 мл крови центрифугировали
при 1100 об./мин в течение 20 мин без торможе-
ния при комнатной температуре. Всю обогащен-
ную тромбоцитами плазму, полученную после ста-
дии центрифугирования, удаляли, а оставшийся
слой (примерно 2 мл), содержащий эритроциты и
лейкоциты, разбавляли 2 мл HBSS для дальнейших
опытов.

Стимуляция нейтрофилов. Способность FMLP
индуцировать дегенеративные изменения изучали
на нейтрофилах (DGP, WB и WBP), которые стиму-
лировали 50 нM FMLP (Cat No. Sc-358988A, “Santa
Cruz Biotechnology”, США) в течение 15 мин при
37°C в инкубаторе (“Thermo Scientific”, США). В
процессе инкубации микроцентрифужные про-
бирки, содержащие контрольные образцы (обра-
ботанные и необработанные FMLP), постоянно
вращали в роторном миксере.

Предварительная обработка нейтрофилов ми-
токсантроном (MTX) и метформином. Стимулиро-
ванные FMLP нейтрофилы (DGP и WBP) предва-
рительно обрабатывали 10 мкМ MTX (Cat № sc-
203136, “Santa Cruz”) в течение 60 мин при 37°C в
инкубаторе с постоянным вращением в роторном
миксере. В качестве положительного контроля
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при сравнении влияния MTX на FMLP-стимули-
рованные нейтрофилы мы использовали мет-
формин, который супрессирует нетоз (NETosis)
путем ингибирования комплекса I. С этой целью
стимулированные FMLP нейтрофилы (WBP)
предварительно обрабатывали 1 мМ метформи-
ном в течение 30 мин при 37°C при постоянном
перемешивании [19].

Морфологическая характеристика и количе-
ственное определение нейтрофилов. Для проверки
морфологических изменений, возникающих в
нейтрофилах в ответ на стимуляцию FMLP, рас-
творы, содержащие обработанные FMLP нейтро-
филы, наносили на предметные стекла, высуши-
вали на воздухе и фиксировали метанолом (“Sig-
ma Aldrich”, ФРГ; Cat № 32213-2) в течение 1 мин.
Затем стекла окрашивали по методу Филдса.
Изображения нейтрофилов при увеличении ×100
получали на световом микроскопе (“Olympus”
CX41, Япония) с цифровой камерой (“Tuksen”;
модель ISH5000). На каждом стекле обсчитывали
примерно 100–150 клеток.

Выделение и количественное определение вне-
клеточной ДНК (вкДНК). Для дальнейшего ана-
лиза влияния FMLP на нейтрофилы использова-
ли вкДНК, выделяемую центрифугированием на
спин-колонках. Образцы контрольных и стиму-
лированных FMLP растворов, содержащих ней-

трофилы, наносили на колонки, центрифугиро-
вали в течение 10 мин при 1600 об./мин при ком-
натной температуре в микроцентрифуге (“Thermo
scientific Heraeus Fresco 17”; Model No. 75002420) и
тщательно собирали бесклеточные супернатан-
ты. Количество вкДНК определяли спектрофото-
метрически при 260 нм.

Статистический анализ. Результаты анализиро-
вали, используя GraphPad Prism v5. T-тест. Стати-
стически значимые различия между группами
расcчитывали с помощью одно- и двухфакторно-
го метода ANOVA. Значения p < 0.05 считали ста-
тистически значимыми.

РЕЗУЛЬТАТЫ ИССЛЕДОВАНИЯ

Обогащение в градиенте плотности
активирует нейтрофилы

При центрифугировании в градиенте плотно-
сти нейтрофилы подвергаются механическому
стрессу, что может приводить к их поляризации и
активации [1]. Поэтому мы сравнили морфологию
нейтрофилов в WB, в препаратах, полученных с
помощью DGP, и в препаратах, свободных от
тромбоцитов (WBP). Показано, что в препаратах,
полученных с помощью DGP, содержание (%) ак-
тивированных нейтрофилов существенно выше,

Рис. 1. Основанное на дифференциальном центрифугировании в градиенте плотности (DGP) выделение приводит к
большей активации нейтрофилов, чем при выделении из цельной крови (WB) и из препаратов цельной крови, свобод-
ных от тромбоцитов (WBP). а – Содержание (%) нормальных нейтрофилов в WB и WBP выше, чем в DGP. На диаграм-
ме представлены результаты сравнения нормальных и активированных нейтрофилов (n = 4). Содержание активиро-
ванных нейтрофилов в DGP значительно выше, чем в WB и WBP. **p < 0.01 как для DGP vs WB, так и для группы DGP
vs WBP. б – Микроскопическое изображение нейтрофилов в трех разных препаратах. i – Нейтрофилы, выделенные в
DGР, ii и iii – нейтрофилы из WBP и WB.
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чем в WB и WBP (рис. 1a). Микроскопическое ис-
следование нестимулированных нейтрофилов вы-
явило поляризацию плазматической мембраны и
разрушение ядерных долей в препарате DGP
(рис. 1б-i), что считается признаком активиро-
ванных клеток. Напротив, в препаратах WBP
(рис. 1б-ii) и в WB нейтрофилы (рис. 1б-iii) имеют
нормальную плазматическую мембрану и ядра с
несколькими дольками.

Обработка FMLP повышает число
дегенеративных нейтрофилов

С помощью микроскопического исследования
мы разделили стимулированные FMLP-нейтро-

филы в препаратах WBP на три главных катего-
рии: нормальные нейтрофилы с интактными
ядрами с несколькими дольками и плазматиче-
ской мембраной (рис. 2a-i); активированные
нейтрофилы, имеющие поляризованную форму
(рис. 2a-ii), и нейтрофилы с искаженной фор-
мой, разбухшими ядрами, разделенными ядерны-
ми дольками, увеличенным размером и высво-
божденными тонкими внеклеточными филамен-
тами (рис. 2a-iii и 2a-iv).

Обнаружено, что стимуляция нейтрофилов в
препаратах WBP FMLP (50 нM) приводит к изме-
нению их морфологии. Сравнение доли изменен-
ных и нормальных нейтрофилов в необработанных
образцах выявило высокую способность FMLP вы-

Рис. 2. FMLP индуцирует дегенеративные изменения в нейтрофилах человека. a – Морфологическая характеристика
стимулированных FMLP нейтрофилов (мазки, окрашенные по Филдсу). б – Контрольные препараты WBP содержат
больше нормальных и меньше измененных нейтрофилов, но при обработке 50 нM FMLP доля дегенеративных ней-
трофилов заметно возрастает. На диаграмме приведены средние значения ± SEM (n = 5); ***p < 0.001 для нормальных
и дегенерированных нейтрофилов как в необработанных, так и в обработанных образцах. в – Содержание вкДНК в
суспензии WBP, обработанной FMLP, выше, чем в необработанной. Результаты анализа образцов, полученных от
каждого донора, нормировали по отношению к необработанной группе для снижения ошибки, обусловленной инди-
видуальной вариабельностью концентрации ДНК. На диаграмме представлены средние значения ± SEM (n = 7), **p =
= 0.001. г – Обработка DMSO незначительно влияет на изменение уровней нормальных и дегенеративных нейтрофи-
лов. На диаграмме представлена доля нормальных и активированных нейтрофилов в обработанных и необработанных
DMSO образцах WBP (n = 4). д – Содержание вкДНК, выделенной из контрольных и обработанных DMSO нейтро-
филов, различается незначительно. На диаграмме представлены результаты сравнения количества вкДНК, вышедшей
из обработанных и необработанных DMSO нейтрофилов (n = 4).
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зывать повреждение нейтрофилов. Примечатель-
но, что наши данные показывают значительное
увеличение доли измененных нейтрофилов в груп-
пе, обработанной FMLP, что ассоциировано со
снижением доли нормальных клеток (рис. 2б).
Эти данные подтверждают тот факт, что FMLP спо-
собен вызывать дегенеративные изменения в ней-
трофилах, что может быть связано с некрозом или
высвобождением NET-подобных филаментов.

Высвобождаемая из нейтрофилов вкДНК ис-
пользуется также для диагностического выявле-
ния NET или поврежденных клеток при опреде-

ленных патологиях [20, 21]. Интересно, что нами
обнаружены значимые различия в высвобождении
вкДНК стимулированными FMLP и необработан-
ными контрольными образцами, что подтвержда-
ется микроскопическими данными (рис. 2в). На
основании этих результатов мы предполагаем,
что FMLP способен индуцировать в нейтрофилах
человека дегенеративные изменения, которые
могут быть связаны с некрозом или нетозом.

Нами показано также, что 0.45%-ный DMSO,
использованный как растворитель FMLP, не мо-
жет индуцировать такие морфологические изме-

Рис. 3. Покоящиеся тромбоциты ингибируют опосредуемое FMLP повреждение нейтрофилов. a – В препаратах WB
не выявлено различий в дегенерации нейтрофилов, обработанных 50 нM FMLP и в необработанных образцах. Мор-
фология нейтрофилов и диаграмма активированных нейтрофилов после стимуляции FMLP. На диаграмме показано
сравнение доли нормальных активированных и дегенеративных нейтрофилов в WB (n = 4). б – Значительное повыше-
ние доли дегенеративных нейтрофилов в препаратах WBP (без тромбоцитов) после стимуляции FMLP. Сравнение об-
работанных и необработанных FMLP нейтрофилов в WBP. На диаграмме показаны доли нормальных, активирован-
ных и измененных нейтрофилов в контрольных и стимулированных FMLP образцах WBP (n = 4). в – Доля изменен-
ных нейтрофилов в препаратах WBP, не содержащих тромбоцитов, значительно выше, чем в препаратах WB,
содержащих тромбоциты. Приведены средние значения ± SEM (n = 4), ***p < 0.001 для нейтрофилов в WBP. г – Срав-
нение высвобождения вкДНК в WB и WBP свидетельствует о более высоком содержании вкДНК в отсутствие тром-
боцитов в образцах, стимулированных в 50 нM FMLP. На диаграмме представлено содержание вкДНК, высвобожда-
емой контрольными и стимулированными FMLP образцами WB и WBP. ***p < 0.001 для высвобождения вкДНК ней-
трофилами, стимулированным FMLP, в WB vs WBP.
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нения в нейтрофилах (рис. 2г). Обработка DMSO
также не приводит к увеличению выхода вкДНК
(рис. 2д).

Покоящиеся тромбоциты ингибируют 
дегенеративные изменения нейтрофилов, 

индуцируемые FMLP
Взаимодействие тромбоцитов с нейтрофилами

рассматривали как длительный процесс, разви-
вающийся в течение многих лет [3]. По нашим
данным, число активированных нейтрофилов в
WB и WBP увеличивается при стимуляции FMLP
по сравнению с необработанными клетками
(рис. 3a, б). Однако доля измененных нейтрофи-
лов в WBP возрастает более значительно, чем в
WB (рис. 3в). Эти препараты отличаются только
наличием тромбоцитов, поэтому заманчиво было
предположить, что присутствие покоящихся тром-
боцитов в WB подавляет опосредуемое FMLP по-
вреждение нейтрофилов.

Нами изучено также влияние покоящихся
тромбоцитов на опосредуемое FMLP высвобожде-
ние вкДНК. Обнаружено, что стимуляция FMLP
образцов WB не приводит к значительному вы-
свобождению вкДНК по сравнению с контроль-
ной группой. Интересно, что нами обнаружено
значительно более существенное высвобождение
вкДНК в стимулированных FMLP образцах WBP
(рис. 3г). Таким образом, покоящиеся тромбоци-
ты существенно влияют на высвобождение вкДНК
нейтрофилами, стимулированными FMLP.

Митоксантрон препятствует возникновению 
дегенеративных изменений в нейтрофилах, 

опосредуемых FMLP

Для определения роли поглощения Ca2+ мито-
хондриями в опосредуемых FMLP дегенератив-
ных изменениях нейтрофилов человека исполь-
зовали MTX – недавно описанный блокатор
MCU [22]. Нами показано, что предварительная
обработка MTX приводит к значительному сниже-
нию доли измененных нейтрофилов в образцах,
стимулированных FMLP (рис. 4a). В соответствии
с уже опубликованными результатами изучения
роли метформина в уменьшении ассоциированных
с NET дегенеративных изменений в нейтрофилах
[23], наши данные показывают снижение доли
дегенеративных нейтрофилов в клетках, стиму-
лированных FMLP после предварительной обра-
ботки метформином (рис. 4б).

Используя данные, полученные с помощью
светопольной микроскопии, мы проверили, может
ли MTX ингибировать опосредованное FMLP вы-
свобождение вкДНК нейтрофилами. Примеча-
тельно, что нами выявлено значительное сниже-
ние высвобождения вкДНК нейтрофилами, обра-
ботанными MTX и метформином (рис. 4в, г).

Микроскопический анализ и количественное
определение вкДНК в образцах, предварительно
обработанных метформином, также свидетель-

Рис. 4. Митоксантрон (МТХ) и метформин ослабляют
индуцируемые FMLP изменения в нейтрофилах. a –
FMLP-стимулированные нейтрофилы, предобрабо-
танные 10 мкМ МТХ (FMLP + МТХ), содержат значи-
тельно меньше измененных нейтрофилов, чем образ-
цы, которые не обрабатывали МТХ (FMLP). На диа-
грамме представлены средние значения ± SEM (n = 5),
***p < 0.001 для нормальных нейтрофилов по сравне-
нию с дегенерированными в группах, получавших как
FMLP, так и FMLP + MTX. б – FMLP-стимулирован-
ные нейтрофилы, предобработанные 1 мM метформи-
на, содержат значительно меньше (%) дегенеративных
нейтрофилов, чем образцы без обработки (FMLP). На
диаграмме представлены средние значения ± SEM
(n = 5), **p < 0.001, ***p < 0.01 по сравнению с группой
FMLP. в – Сравнение количества вкДНК, высвобож-
даемой нейтрофилами, стимулированными FMLP,
с/без предварительной обработки МТХ. После обра-
ботки этим препаратом количество вкДНК значитель-
но снижается. Результаты анализа образцов, получен-
ных от каждого индивида, нормировали по результа-
там группы FMLP для снижения разброса данных,
обусловленного индивидуальной вариабельностью и
различным числом клеток. На диаграмме представле-
ны средние значения ± SEM (n = 7), **p < 0.01 для груп-
пы FMLP + MTX. г – Сравнение количества вкДНК,
высвобождаемой из стимулированных FMLP нейтро-
филов, с/без предварительной обработки метформи-
ном. Обработка клеток метформином значительно сни-
жает количество высвобождаемой вкДНК. Представле-
ны средние значения ± SEM (n = 4), *p < 0.05 для группы
FMLP + метформин.
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ствуют о супрессии дегенерации нейтрофилов под
действием FMLP.

Все сказанное позволяет предположить, что
ингибирование MCU под действием MTX снижа-
ет число дегенеративных нейтрофилов и высво-
бождение вкДНК в ответ на обработку FMLP.
Подтверждена роль метформина в ингибирова-
нии дегенеративных изменений в нейтрофилах
человека.

ОБСУЖДЕНИЕ РЕЗУЛЬТАТОВ

Центрифугирование в градиенте плотности ча-
сто применяют при изучении физиологии нейтро-
филов [24]. Однако механический стресс, возни-
кающий при этом, приводит к поляризации ней-
трофилов [18, 25]. Предварительная активация
нейтрофилов в ходе выделения может влиять на их
чувствительность к индукторам дегенерации или
на образование NET. Таким образом, предакти-
вированные нейтрофилы не подходят для изуче-
ния дегенеративных изменений и способности
синтетических соединений, подобных FMLP, ин-
дуцировать NET. С этой целью мы определили
сначала морфологический статус нейтрофилов,
выделенных с помощью центрифугирования в
градиенте плотности, и обнаружили более высо-
кое содержание активированных нейтрофилов.
Активация нейтрофилов может влиять на исход
стимуляции нейтрофилов FMLP ex vivo. Поэтому
мы применили альтернативный и дешевый ме-
тод, в котором индуцируемые FMLP изменения
морфологии нейтрофилов человека изучают в
WB-образцах.

FMLP – синтетический аналог бактериальных
формил-пептидов, который стимулирует моби-
лизацию Ca2+ нейтрофилами через мобилизацию
рецепторов формил-пептидов [26]. Опосредуе-
мая FMLP активация нейтрофилов вносит вклад
в поляризацию [1, 27], направленную миграцию,
адгезию и продукцию ROS клетками [14]. Однако
сообщения о NET-индуцирующем потенциале
FMLP неоднозначны [28]. Выделяют две катего-
рии образования NET, основанные на участии
NADPH-оксидазы (NOX). NOX-зависимый про-
цесс включает образование ROS с последующим
некротическим лизисом нейтрофилов после вы-
свобождения NET [29, 30]. Утверждалось, что гене-
рация ROS под действием FMLP не может индуци-
ровать образование NET в нейтрофилах, поскольку
для этого необходима аутофагия и продукция су-
пероксидных радикалов [31]. В 2016 г. показали, что
стимуляция нейтрофилов 1 мкМ FMLP не индуци-
рует высвобождение NET, что свидетельствует в
пользу этого утверждения [32]. Напротив, недавно
обнаружили, что стимуляции нейтрофилов 1 мкМ
FMLP приводит к образованию NET [33]. Пока-
зано также, что обработка клеток FMLP (4 ч, 30 нM)

действует как потенциальный индуктор образо-
вания NET [34].

Нами установлено, что дегенеративные изме-
нения в стимулированных FMLP нейтрофилах
согласуются с данными о способности FMLP ин-
дуцировать образование NET. Изменения, вклю-
чающие экспансию ядерных компонентов и набу-
хание хроматина с последующей дезинтеграцией
ядерной оболочки, смешиванием ядерного со-
держимого с белками цитоплазматических гра-
нул и разрушением ядерной и цитоплазматических
мембран, характерны для NET-ассоциированной
дегенерации нейтрофилов [4, 35]. Некоторые ха-
рактеристики нейтрофилов, ассоциированные с
образованием NET, включают деконденсацию
ядер, утрату ядерной лобуляции и высвобожде-
ние тонких филаментов [36]. В нашей работе
морфологические изменения нейтрофилов бы-
ли ассоциированы с образованием NET. Однако
набухание цитоплазмы, наряду с правильной ло-
кализацией ядра и разрушением плазматической
мембраны, наблюдаемые в нейтрофилах с при-
знаками дегенерации, считаются также призна-
ками некроза. Поскольку сообщалось, что FMLP
индуцирует в нейтрофилах некротические повре-
ждения [37], дегенеративные изменения в них
могут быть результатом некроза. Таким образом,
понять точный механизм дегенеративных изме-
нений нейтрофилов, индуцированных FMLP, и
их связь с NETозом или некрозом позволят даль-
нейшие эксперименты.

Предполагается, что присутствие вкДНК мож-
но рассматривать как прогностический признак
патологий, ассоциированных с NET [38]. Описа-
но использование повышенного уровня вкДНК в
сыворотке в качестве маркера образования NET –
прогностического маркера некротизирующего
энтероколита (NEC) у мышей и человека [39].
Повышенный уровень вкДНК предложено считать
предиктивным маркером NETоза и воспаления
при сахарном диабете типа 2 [40]. Описано суще-
ствование тесной ассоциации между отложением
NET и повышенным уровнем вкДНК при различ-
ных заболеваниях, включая ревматоидный артрит,
системную красную волчанку, связанное с трансфу-
зией острое повреждение легкого и рак [38, 41–44].
Присутствие окисленной вкДНК выявлено при
разных воспалительных состояниях, что указыва-
ет на участие опосредуемого ROS окислительного
стресса в воспалительном потенциале ДНК, вы-
свобожденной из клеток с признаками дегенера-
ции [45–47]. Более того, митохондриальное про-
исхождение вкДНК считается потенциальной
причиной воспалительного эффекта [48, 49]. На-
ми показано значительное увеличение доли
вкДНК, высвобождаемой нейтрофилами, стиму-
лированными FMLP, по сравнению с необрабо-
танными. Несмотря на это, индуцированные
ROS изменения морфологии нейтрофилов, обра-
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ботанных FMLP, также могут быть причиной вы-
свобождения вкДНК. С другой стороны, циркули-
рующая вкДНК может происходить и из клеток,
погибших в результате некроза [20]. Учитывая это,
нельзя считать NET единственным источником
вкДНК в наших образцах, стимулированных FMLP.
Таким образом, обнаруженные нами дегенера-
тивные изменения нейтрофилов, индуцирован-
ные FMLP, могут быть связаны с некрозом или
образованием NET.

Взаимодействие циркулирующих нейтрофи-
лов с другими белыми клетками крови, красными
клетками крови и тромбоцитами вносит вклад в
их физиологию [13, 14, 50]. Взаимодействие тром-
боцитов с нейтрофилами зависит от связывания
Р-селектина на поверхности тромбоцитов с глико-
протеиновым лигандом 1 Р-селектина (PSGL-1) на
нейтрофилах [8, 51]. В нескольких исследованиях
показано, что активированные тромбоциты ин-
дуцируют образование NET при воспалительных
болезнях и тромбозе [9, 10, 52]. Однако влияние по-
коящихся тромбоцитов на индуцируемую FMLP
дегенерацию нейтрофилов не изучено. Интерес-
но, что наши результаты показали ингибирова-
ние опосредуемой FMLP дегенерации в присут-
ствии покоящихся тромбоцитов в препаратах WB.
Эти данные подтвердили также полученные ра-
нее результаты, согласно которым образование
ROS нейтрофилами, стимулированными FMLP,
ингибируется в присутствии покоящихся тром-
боцитов in vitro [53]. Учитывая это, мы отделили
обогащенную тромбоцитами плазму из цельной
крови и получили WBP-препараты, которые не
содержат тромбоциты. В WBP-препаратах ней-
трофилов, стимулированных FMLP, обнаружено
увеличение доли дегенеративных нейтрофилов.
Поэтому мы можем утверждать, что присутствие
покоящихся тромбоцитов ингибирует связанное
с FMLP повреждение нейтрофилов in vitro. Одна-
ко точный механизм опосредуемой тромбоцита-
ми супрессии дегенерации нейтрофилов еще
предстоит определить.

Роль Ca2+-сигналов и изменений цитоплазма-
тической концентрации Ca2+ в ходе стимуляции и
миграции нейтрофилов хорошо известна [54]. По-
казано, что FMLP вызывает увеличение концен-
трации Ca2+ в цитоплазме и митохондриях [55]. Не-
давно обнаружено участие Ca2+-чувствительных
рецепторов в стимулированных FMLP нейтро-
филах [56]. Опосредуемое IP3 высвобождение
Ca2+ из эндоплазматического ретикулума увели-
чивает концентрацию Ca2+ в цитозоле [26], часть
которого захватывается также митохондриями
через MCU. Вследствие этого индуцируемый
Ca2+ метаболизм ведет к продукции митохондри-
ями ROS, которые активируют протеинкиназу С.
Активация протеинкиназы C может, в свою оче-
редь, запускать окисление NADPH, вызывающее

окислительный взрыв и активацию нейтрофилов
при разных иммунных ответах [14, 29, 56, 57].
MCU – недавно открытый белок внутренней
мембраны митохондрий, который регулирует го-
меостаз Ca2+ [58]. Обнаружено, что MCU играет
значительную роль в хемотаксисе и поляризации
нейтрофилов путем модуляции полимеризации
F-актина и расщепления митохондрий [16]. Од-
нако вклад MCU в некроз нейтрофилов или в
NET-ассоциированную дегенерацию остается
неизученным. Мы использовали MTX, новый
блокатор MCU, для изучения роли MCU в опо-
средованной FMLP дегенерации нейтрофилов.
Нами показано, что предварительная обработка
нейтрофилов MTX снижает стимулируемую FM-
LP дегенерацию клеток. Поскольку известно, что
FMLP индуцирует образование ROS в нейтрофи-
лах [59], можно предположить, что дегенератив-
ные изменения, выявленные в нашей работе,
могут быть следствием индуцируемой FMLP ак-
тивации NOX через открытие канала MCU, за-
пускаемого опосредуемым IP3 избытком Ca2+.

Способность МТХ подавлять индукцию по-
вреждений в стимулированных FMLP нейтро-
филах подтверждена также количественным
определением вкДНК, которая высвобождается
в условиях окислительного стресса, вызванного
избытком Ca2+ в митохондриях и увеличенной
продукцией ROS. Поэтому ингибирование ми-
тохондриального Ca2+ MTX ведет к значительному
снижению концентрации вкДНК по сравнению с
необработанными нейтрофилами. Эти результа-
ты указывают на ключевую роль MCU в индук-
ции дегенеративных изменений в нейтрофилах
человека, стимулированных FMLP. В дополне-
ние к MTX мы проверили также действие мет-
формина (противодиабетическое средство, сни-
жающее формирование NET) на клетки, стиму-
лированные FMLP. Сообщалось, что метформин
подавляет дегенеративные изменения нейтрофи-
лов, ассоциированные с NET через ингибирова-
ние комплекса I [60, 61]. Интересно, что мы также
наблюдали заметное снижение морфологических
изменений и высвобождения вкДНК нейтрофи-
лами, стимулированными FMLP, при обработке
метформином. Мы предполагаем, что ингибиро-
вание метформином комплекса I, который явля-
ется местом продукции ROS в митохондриях, мо-
жет снижать негативное действие FMLP, сдержи-
вая образование ROS в нейтрофилах.

Таким образом, полученные нами результаты
подтверждают способность FMLP индуцировать
дегенеративные изменения в нейтрофилах на са-
мых ранних стадиях стимуляции. Изменения, ин-
дуцируемые FMLP, напоминают ответ нейтрофи-
лов на высвобождение NET. Однако существует
также возможность некротических поврежде-
ний нейтрофилов, вызыванных FMLP. WBP, ис-
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пользованные в нашей работе, могут обеспечи-
вать условия, сходные с условиями, окружаю-
щими нейтрофилы в организме, пригодные для
изучения сложных механизмов дегенеративных
процессов. Полученные нами результаты под-
черкивают важный вклад покоящихся тромбо-
цитов в опосредуемое FMLP повреждение ней-
трофилов. Эти результаты могут способствовать
пониманию аномальных повреждений нейтро-
филов, индуцированных инфекцией, способной
провоцировать развитие тяжелых воспалитель-
ных заболеваний. Наши данные свидетельствуют
в пользу представлений о том, что MCU вносит
вклад в опосредуемое FMLP повреждение ней-
трофилов, которое может быть ассоциировано с
образованием NET или некрозом. Поэтому инги-
бирование MCU может служить потенциальной
терапевтической мишенью при болезнях, ассоци-
ированных с обширными повреждениями ней-
трофилов.

Авторы признательны всем донорам крови за
участие в этом исследовании.
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МИТОКСАНТРОН ИНГИБИРУЕТ ИНДУЦИРУЕМЫЕ FMLP 869

MITOXANTRONE INHIBITS FMLP-INDUCED DEGENERATIVE CHANGES
IN HUMAN NEUTROPHILS

S. G. Ali1, D. Shehwar1, and M. R. Alam1, *
1Department of Biochemistry, Quaid-i-Azam University, Islamabad, 45320 Pakistan

*e-mail: mralam@qau.edu.pk

Neutrophils fight with invading pathogens through various mechanisms including degranulation, phagocy-
tosis, and the release of neutrophil extracellular traps (NETs). This study aimed to determine the impact of a
synthetic formyl-peptide (FMLP) on human neutrophils in vitro and to determine the role of mitoxantrone
(MTX), a pharmacological blocker of mitochondrial Ca2+ Uniporter (MCU), on FMLP-induced alter-
ations. Isolated neutrophils and a whole-blood preparation of neutrophils were pre-treated with MTX and
then stimulated with FMLP. Field’s stained smears and brightfield microscopy was employed for morpho-
logical characterization and quantification of neutrophils. The release of cell-free DNA (cfDNA) was also
measured for determining neutrophil damage. Our data demonstrated degenerative changes in neutrophils
and a greater cfDNA release upon stimulation with FMLP which was negatively associated with the presence
of platelets in whole blood preparation. Interestingly, MTX pre-treatment significantly reduced FMLP-trig-
gered neutrophil damage and cfDNA release. Metformin, a known inhibitor of NETs formation, also de-
creased the FMLP-induced changes in neutrophils. In addition to confirming the degenerative potential of
FMLP, this study reveals a novel contribution of MCU in regulating FMLP-induced morphological alter-
ation in human neutrophils.

Keywords: whole blood preparation, neutrophil degeneration, neutrophil extracellular traps (NETs),
N-formyl-methionyl-leucyl-phenylalanine (FMLP), mitochondrial Ca2+uniporter, mitoxantrone
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