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Нейтрофилы высвобождают деконденсированный ядерный хроматин или нейтрофиль-
ные внеклеточные ловушки (NET, Neutrophil Extracellular Trap) в ответ на большое ко-
личество разнообразных физиологических стимулов с целью защиты хозяина от патоге-
нов. Однако как было недавно установлено, NET играют также важную роль 
в  патогенезе аутоиммунных, воспалительных и онкологических заболеваний. В этой 
связи понимание молекулярных механизмов, лежащих в основе образования NET и ве-
дущих, как правило, к гибели нейтрофилов (NETоз), крайне важно для обеспечения 
контроля за аберрантным выбросом хроматина. Митоген-активируемые протеинкиназы 
(MAP-киназы) участвуют в разнообразных функциях клеток, таких как окислительный 
взрыв, хемотаксис, дегрануляция, адгезия и апоптоз, однако их роль в NETозе исследо-
валась недостаточно. У нейтрофилов человека описаны три семейства MAP-киназ – p38, 
ERK1/2 и JNK. В нашей работе было исследовано участие p38, ERK1/2, а также проте-
инкиназы В Akt1/2 в окислительном взрыве и NETозе с использованием ингибиторного 
анализа. Мы показали, что MAP-киназа р38 и протеинкиназа В Akt1/2 активируются 
при стимуляции окислительного взрыва и NETоза кальциевым ионофором иономици-
ном. Вместе с тем эти киназы не принимают участия в окислительном взрыве, индуци-
рованном миметиком диацилглицерола форбол-12-миристат-13-ацетатом (ФМА), но 
участвуют в ФМА-индуцированном NETозе.
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Нейтрофилы представляют собой наиболее 
многочисленную группу лейкоцитов крови чело-
века, обеспечивающих первую линию защиты хо-
зяина от патогенов. Являясь профессиональными 
фагоцитами, нейтрофилы содержат антимикроб-
ные ферменты в гранулах и выполняют такие эф-
фекторные функции, как фагоцитоз, дегрануля-
ция и  образование активных форм кислорода 
(АФК) в  очагах воспаления. Новой эффекторной 
функцией нейтрофилов, впервые исследованной в 
лаборатории Артуро Циклински [1], является об-
разование нейтрофильных внеклеточных ловушек 
(NET, Neutrophil Extracellular Trap). NET состоят 
из деконденсированного хроматина, покрытого 
гистонами, антимикробными ферментами и кати-
онными пептидами гранул, а также цитозольными 
белками. Процесс образования NET, ведущий 
к  программируемой гибели клеток, был назван 
NETозом [2].

Впоследствии оказалось, что, помимо защит-
ной функции, NET играют важную роль в патоге-
незе таких аутоиммунных и воспалительных забо-
леваний, как системная красная волчанка, 
ревматоидный артрит, васкулит мелких сосудов 
и псориаз [3–8]. В связи с этим расшифровка сиг-
нальных путей, ведущих к выбросу NET, крайне 
важна для обеспечения контроля их нерегулируе-
мого или избыточного образования.

Образование NET может быть индуцировано 
большим количеством разнообразных физиологи-
ческих стимулов, таких как бактерии, грибы, про-
стейшие, вирусы и продукты клеточной стенки 
бактерий (липополисахариды) [1]. NET также мо-
гут быть индуцированы антителами и иммунными 
комплексами [9–10], цитокинами и хемокинами 
(IL-8, TNF-α, IFN-γ) [11], кальциевыми [12–14] 
и калиевыми [15] ионофорами, а также фармако-
логическими стимулами – например, форбол- 
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12-миристат-13-ацетатом (ФМА) [12–14]. За по-
следние несколько лет появились сообщения 
о стимуляции NETоза электромагнитным излуче-
нием [16–17].

Классический, или «суицидальный», NETоз 
представляет собой многостадийный процесс, 
включающий образование АФК ферментным 
комплексом НАДФН-оксидазой, диссоциацию 
под действием пероксида водорода «азуросом» – 
белковых комплексов, расположенных в мембра-
нах азурофильных гранул [18], выход из азуросом 
сериновых протеаз и миелопероксидазы (МПО) 
в цитоплазму, их последующую миграцию в ядро, 
где вместе с пептидиларгининдеиминазой 4, ци-
труллинирующей гистоны, они обеспечивают де-
конденсацию ядерного хроматина [1]. Итогом пе-
речисленных реакций является выброс хроматина 
из клетки, или NETоз.

Помимо упомянутых выше ключевых фер-
ментов NETоза в сигнальных путях передачи  
информации от первичного акцептора сигнала  
и до образования NET принимает участие боль-
шое количество ферментов – например, изофор-
мы протеинкиназы С (PKC, protein kinase C)  
[14, 19], циклинзависимые киназы 4/6 [20],  
Raf-MEK-ERK-сигнальный ферментативный  
каскад [21], нерецепторные тирозинкиназы  
Src-семейства  [22], митоген-активируемые про-
теинкиназы (MAP-киназы) [21, 23, 24] и  проте-
инкиназа В Akt1/2 [25].

В настоящее время у млекопитающих описа-
ны пять основных семейств MAP-киназ: регули-
руемые внеклеточными сигналами киназы 1 и 2 
(ERK1/2), активируемые стрессом протеинкиназы 
SAPK/JNK, протеинкиназы p38, ERK3 и ERK5, 
причем в нейтрофилах человека были обнаружены 
первые три семейства MAP-киназ. Было показа-
но, что MAP-киназы p38 и ERK1/2 активируются 
в течение нескольких секунд в ответ на широкий 
спектр стимулов, включающий бактериальные 
пептиды, цитокины, липополисахариды и хемоат-
трактанты [26]. Участие МАР-киназ p38 и ERK1/2 
было подробно изучено в таких регуляторных про-
цессах, как окислительный взрыв, хемотаксис, де-
грануляция, адгезия и апоптоз [26], однако их 
роль в NETозе исследовалась в ограниченном ко-
личестве работ [21, 23, 24] и полученные данные 
носят противоречивый характер.

С использованием ингибиторного анализа 
было показано [24], что активатор протеинкиназы 
С, ФМА, стимулирует образование NET с участи-
ем р38 и ERK1/2. Однако ингибиторы этих  
МАР-киназ не подавляли ФМА-стимулированный 
окислительный взрыв. Это позволило авторам сде-
лать вывод, что экспрессия МАР-киназ р38 
и ERK1/2 в NETотическом сигнальном пути про-
исходит после стимуляции НАДФН-оксидазы 
и  регулируется оксидаза-зависимыми АФК. На-
против, Хакким и соавт. [21] обнаружили, что ин-

гибитор киназы ERK1/2 подавляет как окисли-
тельный взрыв, так и  NETоз, стимулирован- 
ный ФМА. По мнению авторов, ERK1/2 нахо- 
дится в  сигнальном пути образования NET до  
НАДФН-оксидазы. Участие МАР-киназ в NETозе, 
индуцированном кальциевыми ионофорами, ис-
следовалось только на линии нейтрофилоподоб-
ных клеток человека HL-60 [23]. Целью настоящей 
работы было изучение роли МАР-киназ р38 
и  ERK1/2, а также протеинкиназы В Akt1/2 
в окислительном взрыве и NETозе полученных от 
здоровых доноров нейтрофилов, стимулированных 
ФМА и кальциевым ионофором иономицином.

Материалы и методы
Реагенты. ФМА, иономицин, SB202190  

(ингибитор р38), FR180204 (ингибитор ERK1/2), 
ингибитор киназы Akt1/2 VIII, диметилсульфок-
сид и  люминол были приобретены в компании 
Sigma-Aldrich (США). Краситель SYBR Green 
и  смола ProLong Gold были закуплены в Thermo 
Fisher Scientific (Invitrogen, США).

Выделение первичных нейтрофилов человека. 
Все исследования с кровью проводили в соответ-
ствии с Хельсинкской декларацией Всемирной 
медицинской ассоциации 2000 г. и протоколом 
Конвенции Совета Европы о правах человека 
и биомедицине 1999 г. Образцы крови были полу-
чены с добровольного согласия доноров в отделе-
нии переливания крови Российской детской кли-
нической больницы ФГБОУ ВО «Российского 
национального исследовательского медицинского 
университета имени Н.И. Пирогова» Минздрава 
России. Периферическую кровь здоровых доно-
ров забирали в утренние часы натощак в полипро-
пиленовые пробирки с гепарином. Нейтрофилы 
выделяли с помощью центрифугирования в одно-
ступенчатом градиенте плотности Ficoll-Hypaque 
(плотность 1,077 г/см3) в течение 25 мин при 400g 
и комнатной температуре, как описано ранее [12]. 
Основную массу эритроцитов удаляли путем седи-
ментации в декстране. Оставшиеся эритроциты 
лизировали в гипотоническом растворе хлорида 
натрия (0,2%-ный NaCl) в течение 30 с и далее 
восстанавливали изотоничность путем добавления 
1,6%-ного NaCl. Нейтрофилы ресуспендировали 
в  полной культуральной среде (ПКС), включаю-
щей RPMI1640, 10 мМ HEPES, 2 мМ L-глутамина 
и 1%-ную инактивированную эмбриональную те-
лячью сыворотку. Полученные клетки были пред-
ставлены на 97% гранулоцитами, а их жизнеспо-
собность составляла не менее 99%, что определяли 
по исключению 0,1%-ного трипанового синего. 

Оценка люминол-зависимой хемилюминесцен-
ции (ЛЗХЛ). ЛЗХЛ использовали для оценки  
суммарных АФК, как описано ранее [12, 13].  
Свежевыделенные нейтрофилы в концентрации 
(2,5 × 106  клеток/мл) инкубировали в присутствии 
ингибиторов МАР-киназ SB202190 и FR180204, 
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а  также ингибитора Akt1/2 в возрастающих кон-
центрациях в течение 30 мин при 37°С и 5% СО2 
в ПКС. Далее ПКС заменяли на фосфатный буфер 
Кребса-Рингера (120 мM NaCl, 5 мM KCl, 1,7 мM 
KH2PO4, 8,3  мM Na2HPO4, 10 мM глюкоза, 1 мM 
CaCl2, 1,5 мM MgCl2, рН 7,3). К 2 × 105 клеток до-
бавляли люминол (конечная концентрация 
80 мкМ) и проводили стимуляцию окислительного 
взрыва в присутствии 2,5 мкМ иономицина или 
30  нМ ФМА. ЛЗХЛ анализировали сразу после 
стимуляции в течение 30 мин при 37° С в планшет-
ном хемилюминометре Lucy 1 (Anthos Labtec, Ав-
стрия). Оценивали площадь, занимаемую кривыми 
ЛЗХЛ, и выражали степень окислительного взрыва 
в процентах от контроля (контроль: стимулирован-
ные нейтрофилы, 100%) в виде гистограмм.

Индукция и флуоресцентное окрашивание NET. 
Для обнаружения NET использовали флуорес-
центную микроскопию. Свежевыделенные ней-
трофилы (2 × 105 клеток/мл в 500 мкл ПКС), адге-
зированные на круглых покровных стеклах, 
находящихся в лунках 24-луночного планшета, 
инкубировали с SB202190, FR180204 и ингибито-
ром Akt1/2 в течение 30 мин при 37°С и 5% СО2. 
Образование NET индуцировали 30 нМ ФМА или 
2,5 мкМ иономицина в течение 2 ч 40 мин и 4 ч 
соответственно. После стимуляции NETоза клет-
ки фиксировали в лунках в 4%-ном растворе пара-
формальдегида в течение 15 мин. Препараты 
окрашивали SYBR Green в течение 7 мин при 
комнатной температуре в темноте, далее погружа-
ли в смолу ProLong Gold. Клетки анализировали 
с  использованием флуоресцентного микроскопа 
Leica DM LB (Leica Microsystems, Германия), 
а фотографирование проводили с помощью каме-
ры Leica DC300F. Подсчитывали общее количе-

ство клеток и количество NETотических клеток 
в  каждом поле зрения, затем оценивали процент 
NETоза в нескольких полях зрения. 

Статистическая обработка. Статистическую 
обработку результатов проводили с помощью про-
граммы GraphPad InStat 3.06 (GraphPad Software, 
США). Сравнение между несколькими экспери-
ментальными группами проводили с использова-
нием однофакторного дисперсионного анализа 
(one-way ANOVA), сопровождаемого тестом мно-
жественного сравнения Бонферрони. Данные 
в  тексте и на рисунках представлены как сред-
нее  ±  стандартная ошибка среднего пяти незави-
симых экспериментов. Различия считали стати-
стически значимыми при р < 0,05.

Результаты и обсуждение
Чтобы выяснить, зависит ли окислительный 

взрыв нейтрофилов здоровых доноров, активиро-
ванный ФМА и кальциевым ионофором ионо- 
мицином, от МАР-киназ р38 и ERK1/2, а также  
протеинкиназы В Akt1/2, были применены их 
специфические ингибиторы: SB202190 (ингиби-
тор р38), FR180204 (ингибитор ERK1/2) и ингиби-
тор Akt1/2 (VIII). Окислительный взрыв оценива-
ли с помощью регистрации ЛЗХЛ, как описано 
в разделе «Материалы и методы».

На рис. 1А можно видеть, что инкубация ней-
трофилов с ингибиторами трех киназ в возрастаю-
щих концентрациях не приводила к значимому 
подавлению окислительного взрыва, индуциро-
ванного ФМА. Однако ингибиторы р38 и Akt1/2 
эффективно и дозозависимым способом подавля-
ли окислительный взрыв, индуцированный ионо-
мицином (рис. 1Б), в то время как ингибитор 
ERK1/2 был неэффективен.

Рис. 1. Оценка участия МАР-киназ р38 и ERK1/2, а также протеинкиназы В Akt1/2 в окислительном взрыве нейтрофилов чело-
века, стимулированном ФМА и иономицином. Нейтрофилы здоровых доноров инкубировали в присутствии ингибиторов  
МАР-киназ р38 (SB202190) и ERK1/2 (FR180204), а также ингибитора протеинкиназы В Akt1/2 в возрастающих концентрациях 
в течение 30 мин. Окислительный взрыв индуцировали ФМА (30 нМ) (А) или иономицином (2,5 мкМ) (Б), и регистрировали  
хемилюминесценцию в присутствии люминола (80 мкМ). n = 5. *** – р < 0,001. Сокращения на графиках: ХЛ, хемилюминесцен-
ция; инг.Akt1/2, ингибитор киназы Akt1/2 VIII.
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Для оценки участия МАР-киназ р38 и ERK1/2, 
а также протеинкиназы В Akt1/2 в  NETозе, инду-
цированном ФМА и иономицином, нейтрофилы 
здоровых доноров инкубировали в присутствии  
соответствующих ингибиторов киназ в возрастаю-
щих концентрациях. На рис. 2 (А, В) можно видеть, 
что все три ингибитора подавляли ФМА-индуци-
рованный NETоз дозозависимым способом. Одна-
ко в случае иономицин-индуцированного NETоза, 
только ингибиторы р38 и Akt1/2 эффективно пода-
вляли образование NET (рис. 2 Б, Г), тогда как ин-
гибитор ERK1/2 такого действия не оказывал. Эти 
данные коррелируют с действием ингибиторов ки-
наз на иономицин-индуцированный окислитель-
ный взрыв.

Таким образом, в нашем исследовании с при-
менением ингибиторного анализа показано, что 
МАР-киназы р38 и ERK1/2, а также протеинкиназа 
В Akt1/2 участвуют в NETозе, но не окислительном 
взрыве, активированном ФМА (рис. 3А). Получен-
ные данные коррелируют с результатами работы 

Кешари и соавт. [24], в которой также утверждает-
ся, что киназы р38 и ERK1/2 расположены в сиг-
нальном NETотическом пути после НАДФН-окси-
дазы и активируется при участии оксидаза- 
зависимых АФК. Однако Хакким и соавт. [21]  
показали, что ингибитор киназы ERK1/2 (UO126) 
подавляет как окислительный взрыв, так и NETоз, 
что не согласуется с нашими результатами и дан-
ными Кешари и соавт. Авторы утверждают [21], что 
киназа ERK1/2 находится в сигнальном пути акти-
вации NETоза до НАДФН-оксидазы, а ее подавле-
ние ингибирует образование оксидаза-зависимых 
АФК и, соответственно, NETоза.

Хотя в нашей работе не было продемонстри-
ровано подавление ФМА-стимулированного окис-
лительного взрыва ингибиторами МАР-киназ р38 
и ERK1/2, а также протеинкиназы В Akt1/2, мы 
полагаем, что эти киназы участвуют в стимуляции 
НАДФН-оксидазы, а их эффект не виден из-за 
мощной активации РКС ФМА. Однако для дока-
зательства участия этих киназ в окислительном 

Рис. 2. Оценка участия МАР-киназ р38 и ERK1/2, а также протеинкиназы В Akt1/2 в NETозе, стимулированном ФМА и ионо-
мицином. Для оценки NETоза нейтрофилы здоровых доноров, адгезированные на круглых покровных стеклах, инкубировали 
в присутствии ингибиторов МАР-киназ р38 и ERK1/2, а также киназы Akt1/2 в возрастающих концентрациях в течение 30 мин. 
NETоз индуцировали ФМА (30 нМ) (А, В) или иономицином (2,5 мкМ) (Б, Г) в течение 2 ч 40 мин и 4 ч соответственно. Клетки 
фиксировали в 4%-ном растворе параформальдегида и окрашивали SYBR Green для визуализации хроматина.  
n = 5. *** – р < 0,001. Концентрации ингибиторов р38, ERK1/2 и Akt1/2 составляют 10 мкМ (В, Г). Масштаб 25 мкм.
Сокращения на графиках: инг.Akt1/2, ингибитор киназы Akt1/2 VIII; NET, нейтрофильные внеклеточные ловушки (от Neutro-
phil Extracellular Trap).
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взрыве может потребоваться использование инги-
биторов в более высоких концентрациях. В то же 
время известно, что ингибиторы этих киназ в дозах 
выше 20 мкМ могут вызывать неспецифические 
эффекты. Интересно, что Хакким и соавт. [21] ис-
пользовали в своей работе ингибитор ERK1/2 в до-
статочно высокой концентрации – 100 мкМ.

В отличие от ФМА, ионофор кальция ионо-
мицин действует более специфично, вызывая вы-
свобождение Са2+ из эндоплазматического рети-
кулума, что активирует РКС и далее р38 и Akt1/2 
(рис. 3Б). Подавление этих киназ соответствую-
щими ингибиторами в нашей работе приводило 
к  уменьшению как окислительного взрыва, так 
и  NETоза. Таким образом, МАР-киназа р38 
и  протеинкиназа В Akt1/2 участвуют в иономи-
цин-индуцированном окислительном взрыве, 

влияя на эффективность NETоза. Однако эти ки-
назы также могут быть непосредственно вовлече-
ны в NETоз, что еще предстоит выяснить в наших 
дальнейших исследованиях.

Работа выполнена в рамках научного проекта 
государственного задания МГУ № 121042600047-9  
и Междисциплинарной научно-образовательной 
школы Московского университета «Молекулярные 
технологии живых систем и синтетическая биоло-
гия». Исследование было одобрено локальным ко-
митетом по этике Российской детской клинической 
больницы ФГБОУ ВО «Российского национально-
го исследовательского медицинского университета 
имени Н.И. Пирогова» Минздрава России (прото-
кол № 2э/9-19 от 2 апреля 2019 г.). Автор заявляет 
об отсутствии конфликта интересов.

Рис. 3. Схема активации NETоза под действием различных стимулов.
Сокращения: РКС, протеинкиназа С; АФК, активные формы кислорода; ФМА, форбол-12-миристат-13-ацетат; р38, ERK1/2, 
митоген-активируемые протеинкиназы; Akt1/2, протеинкиназа В.
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Involvement of mitogen-activated protein kinases p38 and ERK1/2  
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Neutrophils release decondensed nuclear chromatin or Neutrophil Extracellular Traps (NETs) 
in response to a great number of physiological stimuli to protect the host from pathogens. 
However, NETs have recently been shown to play an important role in the pathogenesis of 
autoimmune, inflammatory, and malignant diseases. Therefore, understanding the molecular 
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mechanisms underlying NETs formation, usually leading to the neutrophil death (NETosis), is 
extremely important to control the aberrant release of chromatin. Mitogen-activated protein 
kinases (MAP-kinases) are involved in various cellular functions such as oxidative burst, 
chemotaxis, degranulation, adhesion, and apoptosis, but their role in NETosis is not well 
understood. Three families of MAP-kinases, p38, ERK1/2, and JNK, have been described in 
human neutrophils, and we investigated the contribution of p38, ERK1/2, and protein kinase B 
Akt1/2 in oxidative burst and NETosis using inhibitory analysis. We have shown that MAP-
kinase p38 as well as protein kinase B Akt1/2 are activated upon stimulation of oxidative burst 
and NETosis with calcium ionophore ionomycin. However, these kinases are not involved in the 
oxidative burst induced by diacylglycerol mimetic phorbol 12-myristate 13-acetate (PMA) but 
are involved in PMA-induced NETosis.

Keywords: human neutrophils, oxidative burst, neutrophil extracellular traps, mitogen-activated 
protein kinases, protein kinase B, NADPH oxidase
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