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ВВЕДЕНИЕ

Нейтрофилы осуществляют защиту организ-
ма от патогенов, используя такие эффекторные 
функции как фагоцитоз, дегрануляцию и обра-
зование активных форм кислорода (АФК). Было 
также показано [1], что нейтрофилы обладают 
еще одним уникальным свойством –  способно-
стью выбрасывать наружу деконденсированные 
фибриллы ДНК, которые в очаге воспаления 
играют роль ловушек для патогенов, ограничи-
вая их распространение по организму. У ней-
трофилов такие образования были названы ней-
трофильные внеклеточные ловушки (НЕТ или 

NETs, от Neutrophil Extracellular Traps), а про-
цесс их образования, ведущий к гибели нейтро-
филов – НЕТозом (NETosis).

Несмотря на то, что функциональная роль 
НЕТоза является общепризнанной, механиз-
мы образования ловушек до конца не изучены. 
НЕТоз был в значительной степени исследован 
в системе in vitro при стимуляции нейтрофилов 
активатором протеинкиназы С, ФМА. Было по-
казано, что в сигнальном каскаде активации 
НЕТ участвуют такие белки гранул, как нейтро-
фильная эластаза и миелопероксидаза, а также 
пеп ти дил-ар ги нин дезаминаза 4 типа. Так же, 
известно, что для осуществления НЕТоза нуж-
ны активные формы кислорода (АФК), которые, 
как правило, образуются в процессе окислитель-
ного взрыва при участии ферментного комплек-
са NADPH-оксидазы.

В настоящее время накоплено немало фак-
тов, говорящих, что помимо NADPH-оксидазы 
в НЕТозе могут также принимать участие мито-
хондрии и, соответственно, митохондриальные 
АФК (мтАФК) [2]. Так, ранее мы показали, что 
в НЕТозе, активированном кальциевыми ионо-
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форами и хемоаттрактантом fMLP, принимает 
участие митохондриальная пора (mPTP), много-
компонентный канал, расположенный во вну-
тренней мембране митохондрий и вовлеченный 
в регуляцию клеточной смерти и выбросе Са+2 
и мтАФК из матрикса. Известно, что митохон-
дрии способны образовывать динамические ту-
булярные сети, непрерывно изменяющие свою 
форму благодаря процессам слияния и фрагмен-
тации (процесс митохондриальной динамики). 
Было показано, что белки, участвующие в этом 
процессе, обладают также способностью моду-
лировать многие функции митохондрий, напри-
мер, митохондриальное дыхание, используя при 
этом механизмы, не относящиеся прямо к изме-
нению морфологии. Так, в своей недавней рабо-
те, проведенной на кардиомиоцитах крыс, Цанг 
и соавт. [3] показали, что DRP1, известный ре-
гулятор фрагментации митохондрий, усиливает 
митохондриальное дыхание опосредованно, че-
рез mPTP.

Мы предположили, что НЕТоз и окислитель-
ный взрыв нейтрофилов человека, тесно связан-
ные с функциональной активностью митохон-
дрий, могут зависеть не только от их морфологии, 
но и от белков, регулирующих процесс митохон-
дриальной динамики, например, от DRP1.

МЕТОДЫ

Выделение нейтрофилов
Нейтрофилы выделяли из периферической 

крови здоровых доноров или больных хрониче-
ской гранулематозной болезнью (ХГБ) методом 
центрифугирования в одноступенчатом гради-
енте плотности Фикола (1.077 г/см3) как описа-
но ранее [4].

Оценка окислительного взрыва
Для оценки суммарных (внутри- и внекле-

точных) АФК использовали метод регистрации 
люминол-зависимой хемилюминесценции [5].

Индукция и флуоресцентное окрашивание 
нейтрофильных ловушек

 Нейтрофильные ловушки индуцировали 
ФМА или А23187 в клетках, адгезированных на 
покровных стеклах, в течение 2 ч 40 мин и 4 ч, 
соответственно, как описано ранее [5].

РЕЗУЛЬТАТЫ

Для оценки участия процесса митохондри-
альной динамики в НЕТозе и окислительном 

взрыве нейтрофилов человека, нами была вы-
брана хорошо известная ГТФаза, DRP1, от-
ветственная за фрагментацию митохондрий. 
В работе был применен ингибиторный анализ, 
в частности, был использован ингибитор DRP1, 
Mdivi-1. Для оценки участия DRP1 в окисли-
тельном взрыве, Mdivi-1 титровали в широком 
диапазоне концентраций (1‒25 мкМ) и далее 
стимулировали окислительный взрыв индукто-
рами с разными механизмами действия (ФМА, 
fMLP и A23187). Так, окислительный взрыв под 
действием ионофора А23187 и fMLP, в отличие 
от ФМА, напрямую зависел от митохондрий. 
Было показано дозозависимое подавление окис-
лительного взрыва, индуцированного А23187 
и fMLP, но не ФМА, при возрастании концен-
трации Mdivi-1. Прединкубация нейтрофилов 
здоровых доноров с Mdivi-1 в течение 30 мин 
и последующая активация НЕТоза с помощью 
ФМА и А23187 также показала дозозависимое 
подавление образования ловушек. Участие белка 
DRP1 в НЕТозе было подтверждено на нейтро-
филах, выделенных из крови больных Х-сцеп-
лен ной ХГБ. Нейтрофилы таких пациентов име-
ли абсолютно неактивную NADPH-ок си да зу, что 
определяли по отсутствию у них окислительного 
взрыва и ФМА-за ви си мо го НЕТоза. Однако, как 
было нами показано ранее, нейтрофилы ХГБ об-
разовывали ловушки в ответ на кальциевые ио-
нофоры, что было обусловлено мтАФК. В серии 
опытов на нейтрофилах ХГБ мы показали, что 
НЕТоз таких нейтрофилов, индуцированный 
кальциевыми ионофами, был подавлен дозоза-
висимым способом при действии возрастающих 
доз Mdivi-1. Тем самым, было подтверждено, что 
Mdivi-1 действовал на свою единственную ми-
шень, DRP1, а не на NADPH-оксидазу.

ОБСУЖДЕНИЕ

В нашей работе впервые было показано уча-
стие белка DRP1, ответственного за фрагмен-
тацию митохондрий, в окислительном взрыве 
и НЕТозе нейтрофилов человека. Подавление 
НЕТоза ингибитором DRP1 при его стимуляции 
ФМА и А23187, то есть, разными по своему меха-
низму действия веществами, говорит о вовлече-
нии в этот процесс классической функции этого 
белка. Можно предполагать, что митохондри-
альная динамика, сдвинутая в сторону слияния 
митохондрий, тормозит процесс образования 
ловушек, что, возможно, связано с подавлением 
тубулинового или актинового аппаратов клетки. 
Вместе с тем, окислительный взрыв нейтрофи-
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лов подавлялся в зависимости от того, каким 
стимулом мы его индуцировали, зависимым 
(А23187, fMLP) или не зависимым (ФМА) от ми-
тохондрий. Такая зависимость окислительного 
взрыва от типа стимула, вероятнее всего, тоже 
связана с участием DRP1, однако, действующе-
го в этом случае через митохондриальную пору 
mPTP, как это было показано для кардиомиоци-
тов крыс [3].
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Neutrophil mitochondria are in a state of dynamic equilibrium, which is supported by two opposite 
processes: fusion and fi ssion. Numerous studies have shown that the morphology of mitochondria is 
closely related to their functional activity. However, it was found that proteins involved in the process of 
mitochondrial dynamics can modulate other functions of mitochondria too. As was shown in our work 
on the model of human neutrophils, the dynamin-related protein 1 (DRP1) responsible for mitochon-
drial fi ssion, is involved in NETosis, realizing its classic function. At the same time, the suppression of 
the oxidative burst via the DRP1 was due to its non-classical function associated with its action on the 
mitochondrial pore.
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