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Цель исследования. Исследование ассоциации литического нетоза с изменением плазменного уровня 
ИЛ-8 в эксперименте. 
Материалы и методы. Использовали экспериментальные in vitro модели покоящихся и 
предварительно активированных к литическому нетозу нейтрофилов, взвешенных в 1 мл аутоплазмы. 
Все образцы инкубировали четыре часа при 37°С, далее центрифугировали для осаждения клеток, 
плазму отбирали для измерения содержания ИЛ-8 методом проточной цитометрии. 
Результаты. В плазме, инкубированной с индуцированными к нетозу клетками, концентрация ИЛ-8 
в три раза выше, чем в образцах с покоящимися нейтрофилами. 
Заключение. Гибель нейтрофильных гранулоцитов путем литического нетоза ассоциирована с 
полным высвобождением внутриклеточных запасов ИЛ-8, что сопровождается резким увеличением 
его концентрации в зоне формирования нейтрофильных внеклеточных ловушек и может 
способствовать хемотаксису циркулирующих нейтрофильных гранулоцитов и последующей их 
активации в данном участке с развитием дополнительного протеолитического и свободнорадикального 
повреждения тканей. 
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The aim of the research.  To verify whether netosis is associated with variation of IL-8 plasma level in vitro. 
Materials and methods. We used experimental in vitro models of isolated from whole blood non-stimulated 
and PMA-activated (100 nm) neutrophils suspended in 1 ml of platelets poor plasma. All samples were 
incubated for four hours and then were centrifuged at 1500 r.p.m. for 10 min. 50 µl of plasma from each 
sample were transferred into separate tubes to quantify IL-8 using flow cytometry method. 
Results. A threefold increase in concentration of IL-8 was revealed in plasma containing PMA-stimulated 
cells when comparing with non-stimulated samples.  
Conclusion. Lytic netosis is followed by release of intracellular store of IL-8, its extracellular level 
substantial increase and, thus, contributes to circulating neutrophils recruitment and activation in the sites 
of NETs formation, that promotes additional proteolytic and free radical damage.  
Key words: neutrophil extracellular traps, netosis, IL-8, neutrophils, inflammation. 
 

Формирование внеклеточных ловушек (НВЛ) является одним из защитных 
механизмов нейтрофильных гранулоцитов (НГ) наряду с фагоцитарной активностью, а также 
продукцией протеаз, микробицидных белков и активных форм кислорода (АФК), что 
позволяет данному виду лейкоцитов принимать участие в реализации воспалительного 
ответа независимо от его этиологии. Однако, в отличие от классических протективных 
стратегий, литический нетоз ассоциирован с фундаментальной реорганизацией клеточной 
структуры и следующим за ней полным разрушением цитолеммы, ведущей к выходу во 
внеклеточное пространство не только ДНК-сети, но и всего комплекса цитоплазматических 
компонентов, в том числе предсинтезированных цитокинов, которые обеспечивают 
формирование как местного, так и системного воспалительного ответа [1, 2, 3, 4], организуя 
таким образом, кооперацию работы клеточных и гуморальных участников иммунных реакций.  
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Различный цитокиновый профиль способствует праймированию соответствующих 
чувствительных элементов, а также отражает их гуморальную активность в условиях 
воздействии конкретного патогенного фактора (бактерии, вирусы, паразиты, аллергены, 
атипичные клетки, DAMPs и т.п.). НГ, являясь продуцентами широкого спектра 
провоспалительных цитокинов и факторов роста, одновременно чувствительны к ним. 
Известно, что ИЛ-8 (CXCL-8) является наиболее сильным хемоаттрактантом для 
нейтрофилов, способствуя накоплению и активации, в том числе по аутокринному 
механизму, преимущественно полиморфноядерных лейкоцитов. Таким образом, в местах 
формирования нейтрофильных внеклеточных ловушек можно ожидать локальное изменение 
уровня ИЛ-8, как наиболее типичного для нейтрофилов хемокина и провоспалительного 
цитокина. Указанное явление может вести к формированию зоны повреждения и/или 
расширению участка вторичной альтерации, что определяет его роль в механизмах 
инициации острого и поддержания хронического воспаления.  

В связи с вышесказанным, целью данной работы явилось выявление взаимосвязи 
гибели нейтрофилов путем литического нетоза с локальным изменением уровня ИЛ-8. 

Материалы и методы. Для проверки гипотезы была использована экспериментальная 
in vitro модель литического нетоза в бедной тромбоцитами плазме крови (БТП), 
разработанная и описанная нами ранее [5]. В исследовании приняли участие 30 добровольцев 
среднего возраста (15 мужчин, 15 женщин). Критериями исключения явились: врожденная 
патология гемостаза, прием антикоагулянтов и/или антиагрегантов, острые воспалительные 
процессы любой этиологии, онкопатология (в том числе в анамнезе), сахарный диабет, 
перенесенные в последние 6 месяцев операции, травмы, обострения ИБС. Перед включением 
в исследование каждому добровольцу дополнительно выполняли термометрию и общий 
анализ крови и исключали кандидата при: температуре тела ≥37°С, уровне гемоглобина ≤120 
г/л, эритроцитов <4,0×1012/л, лейкоцитов ≥8,5×109/л. Использовали цельную венозную кровь, 
забранную в пробирки с 3,2% раствором цитрата натрия в качестве антикоагулянта. 
Экспериментальный образец представлял собой 1 мл БТП, содержащей 4,5-6×106/мл 
нейтрофилов, предварительно активированных к нетозу с использованием 5 мкл (100 нмоль) 
индуктора – 12-форбол-13-миристат ацетата (ФМА). В качестве контроля использовали 1 мл 
БТП того же донора, содержащей аналогичное количество не стимулированных НГ. Оба 
образца инкубировали в течение четырех часов при 37°С, после этого центрифугировали на 
скорости 1500 оборотов/минуту в течение 10 минут, 50 мкл плазмы отбирали для дальнейшего 
исследования. Измерение уровня ИЛ-8 выполняли методом проточной цитометрии на 
аппарате CytoFlex (Beсkman Coulter, США) с использованием панели для мультиплексного 
анализа Human Thrombosis Panel (Bio Legend, США).  

Статистическая обработка проведена с использованием программного обеспечения 
Statistica 10 (Stat SoftInc., США). Все данные представлены как медиана и 25 и 75 перцентили 
– Me [Q0,25;Q0,75]. Для сравнения результатов использован тест Уилкоксона для зависимых 
совокупностей. Значимыми считали отличия при p<0,05. 

Результаты и их обсуждение. Выявлено троекратное увеличение уровня ИЛ-8 в 
плазме крови, инкубированной с активированными клетками в сравнении с покоящимися 
(Таблица 1). 

Таблица 1 
Концентрация ИЛ-8 в исследованных образцах плазмы 

p<0,05 – значимые отличия  
 
Полученные результаты свидетельствуют о возможности локального, 

ассоциированного с образованием НВЛ, повышения концентрации провоспалительного 

Показатель Образец Значение показателя P 

ИЛ-8 
пг/мл 

Покоящиеся нейтрофилы 2422 [880,8; 4852,5] 
0,007 Активированные нейтрофилы 7836,25 [5422,5; 10786,5] 
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цитокина и хемокина ИЛ-8, что позволяет экстраполировать данные в in vivo и предположить 
участие подобного механизма в инициации, развитии и поддержании воспалительного ответа 
различной локализации и этиологии. Так, гибель НГ путем литического нетоза и связанное с 
ним местное нарастание содержания ИЛ-8 может способствовать хемотаксису нейтрофилов 
из циркуляции и их активации, сопровождающейся не только образованием НВЛ, но и 
массированному высвобождению ферментов и АФК, что обеспечивает формирование 
обширной зоны повреждения.  

При персистирующем течении воспаления можно ожидать постепенного роста 
плазменного уровня ИЛ-8 и активации гранулоцитопоэза [6, 7, 8]. Принимая во внимание 
полученные данные, в контексте данного исследования, есть основания рассматривать 
механизм порочного круга, где инициирующий фактор активирует НГ и индуцирует нетоз, в 
результате чего увеличивается концентрация ИЛ-8, ведущая к накоплению и активации 
новых НГ, и ситуация повторяется [9].  

Ряд работ служит подтверждением данного предположения. Так, в работе S.T. Abrams 
с соавторами (2020 год) продемонстрирована прямая связь между уровнем формирования 
НВЛ, концентрацией ИЛ-8, а также эффективностью применения антител против ИЛ-8 
и/или, участвующих во внутриклеточном проведении сигнала от рецептора ИЛ-8, в 
отношении профилактики развития ДВС-синдрома при септических состояниях [3, 4, 7]. 
Важность наличия провоспалительного цитокинового фона как фактора, способствующего 
усиленному формированию ДНК-ловушек, показана и в экспериментальной работе J.J.R. 
Richardson и соавторов (2017 год) в группе пациентов с колоректальным раком, где 
проведено сравнение различных естественных и искусственных индукторов нетоза и 
выявлена большая степень продукции НВЛ клетками пациентов при использовании 
провоспалительных цитокинов и ЛПС бактерий в сравнении с группой контроля [10]. Кроме 
того, в оригинальной работе первооткрыватели нетоза [4] использовали ИЛ-8 в качестве 
одного из активаторов и зафиксировали формирование НВЛ. Таким образом, полученные 
результаты вкупе с данными прочих клинических и экспериментальных исследований 
позволяют считать гибель нейтрофилов путем литического нетоза одной из основных 
причин увеличения концентрации и усиления эффектов ИЛ-8. 

Выводы. Гибель нейтрофильных гранулоцитов путем литического нетоза 
ассоциирована с увеличением концентрации ИЛ-8 в связи с высвобождением его 
цитоплазматических запасов, что может сопровождаться нарастанием его эффектов в зоне 
формирования нейтрофильных внеклеточных ловушек и прямо зависит от внутриклеточного 
количества данного цитокина. Данный процесс может способствовать хемотаксису 
резидентных и циркулирующих лейкоцитов и последующей их активации в данном участке с 
развитием дополнительного протеолитического и свободнорадикального повреждения тканей. 
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