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ВВЕДЕНИЕ

Нетоз – защитный механизм, при котором 
нейтрофилы выбрасывают содержимое ядра 
и гранул во внеклеточную среду. Наряду с этим 
активируется НАДФН-оксидаза и вырабаты-
ваются АФК. В результате образуются ней-
трофильные внеклеточные ловушки, которые 
видны как длинные нити ДНК или облакопо-

добные структуры [1]. Для изучения нетоза in 
vitro обычно используют форболовый эфир аце-
тат миристата (ФМА). При стимуляции клеток 
ФМА нетоз развивается по пути, который счи-
тается классическим [2]. В этом случае выработ-
ка АФК – непременное условие для развития 
нетоза, однако роль АФК до конца не выяснена. 
Другой характерный признак «классического» 
нетоза – это длительность процесса 2‒3 часа. 
В последнее время появились сообщения о не-
тозе, развитие которого отличается от классиче-
ского: АФК-независимый быстрый нетоз [3].

Ранее нами было изучено влияние катион-
ных липосом, состоящих из фосфатидилхоли-
на (ФХ) и содержащих стеариламин (ФХ-СА 
липосомы), на формирование нейтрофильных 
внеклеточных ловушек и КВ. Показали, что 
инкубация нейтрофилов с ФХ-СА липосомами 
приводит к быстрому нетозу [4]. Оценка АФК 
с помощью лю ми нол-за ви си мой ХЛ показала, 
что липосомы из ФХ, так же как и ФХ-СА липо-
сомы, могли вызывать КВ через 2‒3 часа после 
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Методом конфокальной флуоресцентной микроскопии было показано, что стеариламин (СА) 
в концентрации 0,2 мг/мл вызывает образование нейтрофильных внеклеточных ловушек. По 
сравнению с форболовым эфиром миристат ацетата (ФМА) –  классическим активатором нето-
за –  при воздействии СА этот процесс протекает быстрее (30‒60 мин), тогда как при действии 
ФМА за 2‒3 часа. С помощью люминол-зависимой хемилюминесценции (ХЛ) было показано, 
что СА не активирует НАДФН-оксидазу. СА дозозависимо подавлял кислородный взрыв (КВ) 
клеток, стимулированных ФМА, зимозаном и латексом. Прямое доказательство того, что актив-
ные формы кислорода (АФК) не требуются в нетозе, было получено на примере нейтрофилов, 
выделенных из крови пациентов с хронической гранулематозной болезнью (ХГБ). Из результатов 
следует, что образование нейтрофильных внеклеточных ловушек под действием СА протекает по 
неклассическому механизму.

Ключевые слова: конфокальная флуоресцентная микроскопия, люминол-зависимая хеми-
люминесценция, нейтрофильные внеклеточные ловушки, нетоз, стеариламин

DOI: 10.31857/S102872210006650-0



РОССИЙСКИЙ ИММУНОЛОГИЧЕСКИЙ ЖУРНАЛ, 2019, том 13 (22), №2

856 Н. Ю. Лотош и др.

их добавления к клеткам, что, возможно, обу-
словлено привнесенным ФХ или липидными 
радикалами, а не непосредственно СА. Стоит 
отметить, что пустые ФХ-липосомы не вызы-
вали нетоз. ФХ-СА липосомы вызывали нетоз 
гораздо раньше, чем происходил КВ. Чтобы 
однозначно ответить на вопрос о необходимо-
сти АФК для нетоза и исключить влияние ФХ, 
в данной работе использовали СА, растворен-
ный в ДМСО. Чтобы оценить возможность уча-
стия длинноцепочечных жирных кислот в раз-
витии нетоза, в качестве контроля использовали 
стеариновую кислоту (С18).

МЕТОДЫ

Выделение нейтрофилов. Нейтрофилы выде-
ляли из венозной крови в градиенте плотности 
фиколла.

Флуоресцентная микроскопия. Нейтрофиль-
ные внеклеточные ловушки визуализировали 
с помощью флуоресцентного конфокального 
микроскопа FluoView Olympus 10i (Япония). 
Нейтрофилы культивировали при 37 °C в при-
сутствии 0.2 мг/мл СА или С18, или 40 нМ ФМА 
(во всех образцах содержание ДМСО 2%), фик-
сировали метанолом и окрашивали акридино-
вым оранжевым.

Кислородный взрыв нейтрофилов оценивали 
методом люминол-зависимой ХЛ с помощью 
хемилюминометра Lum-1200 (ДИСофт, Рос-
сия). Нейтрофилы инкубировали с 0.2; 0.04 
и 0.008 мг/мл СА 15 мин при 37 °C и стимулиро-
вали ФМА (40 нМ), зимозаном (0.1 мг/мл) или 
латексом (размер частиц 1.2 мкм).

РЕЗУЛЬТАТЫ

Образование нейтрофильных внеклеточных ло-
вушек. Были проанализированы образцы ней-
трофилов, полученных от пяти добровольцев. 
Установили, что инкубация нейтрофилов с СА 
вызывает нетоз. Наблюдали как «миксы» ядра 
и цитоплазмы, так и сами ловушки (нити или 
облака). Поскольку нетоз, вызываемый ФМА, 
подробно описан в литературе, время образо-
вания ловушек при инкубации с СА сравнива-
ли со временем их образования под влиянием 
ФМА. Во всех случаях происходило быстрое об-
разование ловушек. В одних случаях клетки на-
чинали образовывать ловушки уже через 30 мин 
после инкубации с СА, а через час 100% клеток 
были подвержены нетозу. В других случаях ло-
вушки начинали образовываться через час, но 

уже через 90 мин все клетки были задействованы 
в процессе. ФМА активировал ловушки гораздо 
позднее – через 120‒180 мин, причем процент 
нетотических клеток никогда не достигал 100%.

Сравнительно недавно было установлено, 
что на поверхности нейтрофилов локализованы 
рецепторы жирных кислот. Чтобы оценить воз-
можность участия остатков жирных кислот в ин-
дукции нетоза, нами было исследовано действие 
С18 на нейтрофилы. Мы показали, что инкуба-
ция С18 с нейтрофилами сопровождалась обра-
зованием немногочисленных ловушек, процент 
которых не превышал 10.

Отдельно стоит отметить результаты экспе-
римента с нейтрофилами, выделенными от па-
циентов с ХГБ. При этом заболевании наруше-
на функция НАДФН оксидазы, и нейтрофилы 
не способны генерировать АФК. В этом случае 
ФМА не вызывает нетоз. Оказалось, что СА спо-
собен вызывать нетоз таких клеток: через 60 мин 
нетоз развивался у 50% клеток больного ХГБ, 
а через 120 мин ‒ практически у всех клеток.

Кислородный взрыв нейтрофилов. СА оказывал 
дозозависимое ингибирующее действие на КВ: 
в концентрации 0.2 мг/мл СА полностью пода-
влял генерацию АФК клетками, стимулирован-
ными ФМА, зимозаном и латексом. Меньшие 
концентрации СА (0.04 и 0.008 мг/мл) такого 
действия не оказывали. Кроме того, стоит отме-
тить, что сам по себе СА не вызывал активацию 
НАДФН-оксидазы, поскольку при стимулиро-
вании клеток в течение трех часов пика ХЛ не 
наблюдали.

ОБСУЖДЕНИЕ

В настоящее время исследования нетоза по-
казали, что существуют как минимум два типа 
этого процесса. Один, активируемый ФМА 
и другими химическими и микробными факто-
рами, развивается в течение 2‒3 ч, причем для 
этого процесса необходимы АФК, роль которых 
не выяснена окончательно. Другой тип нетоза 
(неклассический) развивается значительно бы-
стрее (30‒60 мин) и не зависит от АФК. Этот тип 
нетоза описан для таких активаторов как внутри-
клеточные паразиты и стафилококк [3, 5].

В данной работе показано, что СА, положи-
тельно заряженный амин, содержащий 18 угле-
родных атомов, вызывает быстрый нетоз без 
участия АФК. Более того, СА дозозависимо бло-
кирует КВ, вызванный ФМА, зимозаном и ла-
тексом. Известно, что они действуют по разным 
механизмам: ФМА стимулирует протеинкина-
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зу С, вызывая активацию НАДФН-оксидазы, 
а зимозан и латекс индуцируют фагоцитоз. Ин-
тересно отметить, что отрицательно заряженная 
жирная кислота C18 почти не вызывает образо-
вание ловушек. Эти результаты и литературные 
данные по активирующему действию катион-
ных липосом говорят о важной роли положи-
тельного заряда на молекуле активатора.

Полученные результаты позволяют сделать 
вывод о том, что положительно заряженный СА 
вызывает нетоз, протекающий по механизму, 
не требующему АФК. Прямое доказательство 
этого было получено при изучении действия СА 
на нейтрофилах пациентов с ХГБ.
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STEARYLAMINE ACTIVATES RAPID AND ROS-INDEPENDENT FORMATION 
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Using confocal fl uorescence microscopy it was shown that stearylamine (SA) at concentration of 
0.2 mg/ml causes the neutrophil extracellular traps formation. In comparison with classic NET activa-
tor, the phorbol ether of myristate acetate (PMA), SA activates this process much faster, in 30‒60 min, 
while under PMA stimulation it occurs in 2‒3 hours. Using luminol-dependent chemiluminescence, 
we showed that SA does not activate NADPH oxidase. SA dose-dependently suppresses the oxidative 
burst stimulated with PMA, zymosan, or latex. The direct evidence that NADPH oxidase is not acti-
vated under the SA action was obtained by using neutrophils isolated from the blood of patients with 
chronic granulomatous disease (CGD). It is obvious from our results, that SA-induced NET formation 
does not require the participation of reactive oxygen species and proceeds according to a nonclassical 
mechanism.

Key words: fl uorescence confocal microscopy, luminol-dependent chemiluminescence, NETosis, 
neutrophil extracellular traps, stearylamine


