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ОБРАЗОВАНИЕ ВНЕКЛЕТОЧНЫ Х ЛОВУШ ЕК МОНОЦИТОВ  
ПРИ РЕВМ АТОИДНОМ АРТРИТЕ

1Мозговая Е.Э., ^Трофименко А.С., 1Мамус М.А., Тихомирова Е.А., 
1Бедина С.А., 1,2Спицина С.С.

1ФГБНУ «Научно-исследовательский институт клинической и экспериментальной 
ревматологии имени А.Б. Зборовского», Волгоград, e-mail: m.mamus@yandex.ru;

2ФГБОУ ВО «Волгоградский государственный медицинский университет» 
Министерства здравоохранения Российской Федерации, Волгоград

Изучали способность моноцитов, выделенных из периферической крови больных ревматоидным ар­
тритом (РА), к спонтанному и индуцированному образованию внеклеточных ловушек. В исследовании уча­
ствовали 15 больных РА и 15 практически здоровых людей. Выделение моноцитов проводили с помощью 
одноэтапного центрифугирования в градиенте фиколл-урографиновой смеси с плотностью 1068 кг/м3. Каче­
ственный состав моноцитарной фракции оценивали с помощью микроскопии стандартных мазков, степень 
активации моноцитов -  при помощи стандартного теста с нитросиним тетразолием. Стимуляцию образова­
ния внеклеточных ловушек проводили при помощи раствора пирогенала 0,02 мкг/мл в фосфатно-солевом 
буферном растворе. Контроль спонтанного образования внеклеточных ловушек выполнялся с использова­
нием фосфатно-солевого буфера. Средняя доля моноцитов со спонтанным ловушкообразованием у больных 
РА была существенно выше по сравнению со здоровыми лицами. Частота спонтанного ловушкообразования 
для моноцитов больных РА, позитивных по антицитруллиновым аутоантителам, не имела существенных от­
личий от образцов других пациентов. После применения индукторов ловушкообразования доля моноцитов, 
образующих внеклеточные ловушки, существенно увеличивалась, при этом степень увеличения при неак­
тивном РА также была отчетливо выше по сравнению с нормой.

Ключевые слова: ревматоидный артрит, моноциты, внеклеточные ловушки моноцитов

FORMATION OF MONOCYTE EXTRACELLULAR TRAPS 
IN RHEUMATOID ARTHRITIS 

1Mozgovaya E.E., 1’2Trofimenko A.S., 1Mamus M.A., 1Tikhomirova E.A., 
1Bedina S.A., u Spitsma S.S.

1Research Institute o f  Clinical and Experimental Rheumatology named after A.B. Zborovskiy», 
Volgograd, e-mail: m.mamus@yandex.ru;

2Volgograd State Medical University o f  the Ministry o f  Health o f  the Russian Federation, Volgograd

We studied the ability of monocytes isolated from peripheral blood of patients with rheumatoid arthritis (RA) 
to spontaneous and induced formation of extracellular traps. The study involved 15 patients with RA and 15 healthy 
people. The isolation of monocytes was performed using one-step centrifugation in a gradient of ficoll-urographin 
mixture with a density of 1068 kg / m3. The qualitative composition of the monocyte fraction was evaluated using 
standard smear microscopy, the degree of monocyte activation was measured using the standard nitro-blue tetrazole 
test. The stimulation of the formation of extracellular traps was carried out using a pyrogenal solution of 0.02 ^g / 
ml in phosphate-saline buffer. The control of spontaneous formation of extracellular traps was performed using 
phosphate-saline buffer. The average proportion of monocytes with spontaneous trap formation in RA patients was 
significantly higher compared with healthy individuals. The frequency of spontaneous trap formation for monocytes 
in patients with RA, which are positive for anti-citrullinated protein antibodies, did not have significant differences 
from the samples of other patients. After the use of trap inducers, the proportion of monocytes that form extracellular 
traps increased significantly, while the degree of increase with inactive RA was also clearly higher than normal.

Keywords: rheumatoid arthritis, monocytes, monocyte extracellular traps

Ревматоидный артрит (РА) -  одно из 
наиболее частых аутоиммунных заболева­
ний человека, при этом в последние годы 
наблюдается отчетливый тренд к повыше­
нию его распространенности [1]. В частно­
сти, заболеваемость РА в европейских стра­
нах оценивается на уровне 24-36 случаев на 
100 000 населения в год [2]. Кроме того, РА 
представляет собой значительное социаль­
ное бремя: при естественном течении за­
болевания у большинства пациентов возни­
кает выраженное нарушение двигательной 
функции и тяжелое повреждение внутрен­

них органов. В то же время современные 
биологические препараты (моноклональ­
ные терапевтические антитела -  ингибито­
ры ФНО, антагонисты ИЛ-6, антагонисты 
CTLA4 и др.), отличающиеся крайне вы­
сокой стоимостью, позволяют лишь умень­
шить скорость прогрессирования РА, улуч­
шить качество жизни пациентов, однако не 
позволяют добиться полного излечения.

Сложности, возникающие в процессе ле­
чения РА, имеют под собой фундаментальные 
основания, представляющие собой комплекс 
научно-исследовательских проблем. В насто­
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ящее время не до конца расшифрован меха­
низм ранних стадий патогенеза РА [3]. Осо­
бый интерес при этом вызывает механизм 
запуска аутоиммунных реакций на антигены, 
характерные для клеток и межклеточного ве­
щества хрящевой ткани, а также на эпитопы, 
общие для многих тканей, например цитрул- 
линированные белки (фибриноген, виментин, 
альфа-енолаза, гистоны и др.). С учетом нако­
пленных к настоящему времени данных [4], 
наиболее вероятным представляется нару­
шение функции процессинга и презентации 
антигена, характерной для антигенпрезенти- 
рующих клеток, преимущественно относя­
щихся к системе мононуклеарных фагоцитов.

Согласно современным представлениям 
дефект моноцитарно-макрофагального зве­
на играет существенную роль в патогенезе 
многих заболеваний. К ним относятся бакте­
риальные инфекции -  туберкулез, сифилис, 
бруцеллез, сепсис, болезни вирусной этио­
логии -  грипп, инфекционный мононукле- 
оз, ВИЧ. Наряду с этим функция моноцитов 
и макрофагов страдает при некоторых за­
болеваниях неинфекционной природы (зло­
качественные солидные опухоли, лейкозы, 
миелопролиферативные заболевания, гемо­
литические анемии). Специфические де­
фекты моноцитов и макрофагов характерны 
и для аутоиммунных заболеваний, таких как 
аутоиммунный тиреоидит, системная крас­
ная волчанка, рассеянный склероз [5].

Моноциты и образующиеся из них тка­
невые макрофаги оказывают значительное 
влияние на иммунную реактивность орга­
низма, являясь ведущими клетками иммун­
ного ответа. Они обеспечивают фагоцитоз 
и элиминацию клеток, несущих генетиче­
ски чужеродную информацию (переработку 
антигенов); индукцию иммунного ответа 
со стороны Т- и В-лимфоцитов (презента­
цию антигенов Т-лимфоцитам); развитие 
синдрома системного воспалительного от­
вета (активацию синтеза цитокинов) [6]. 
В 2010 г. были опубликованы данные о том, 
что моноциты/макрофаги в ответ на воздей­
ствие различных агентов способны образо­
вывать экстрацеллюлярные сетеподобные 
структуры, состоящие из нуклеиновых кис­
лот и ферментов -  внеклеточные ловушки 
(англ. extracellular traps, ET), которые захва­
тывают и уничтожают патогены [7-9].

В связи с вышеизложенным изучение 
моноцитов, их функциональных способ­
ностей и активности сохраняет свою акту­
альность и представляет интерес не только 
в плане совершенствования диагностики, 
прогнозирования течения заболеваний, но 
также имеет перспективы в направлении 
поиска новых мишеней для разработки ин­
новационных методов терапии.

Цель исследования: изучить способ­
ность моноцитов, выделенных из перифе­
рической крови больных ревматоидным ар­
тритом, к спонтанному и индуцированному 
образованию внеклеточных ловушек.

М атериалы и методы исследования
Мониторинг пациентов для включения в иссле­

дование осуществлялся на базе ГУЗ «ГКБСМП № 25» 
и ФГБНУ «НИИ КиЭР им. А.Б. Зборовского». В иссле­
дование были включены 15 пациентов старше 18 лет 
с верифицированным РА и длительностью заболевания 
не более 2 лет. Диагноз устанавливался в соответствии 
с критериями ACR/EULAR [10]. Среди включенных 
в исследование лиц было 11 женщин и 4 мужчин. Сред­
ний возраст больных составил -  56,2 ± 3,4 лет; средняя 
продолжительность заболевания -  1,4 ± 0,5 лет. В со­
ответствии с протоколом активность РА по DAS28 
была не более 2,6 баллов [11]. Антитела к циклическо­
му цитруллинированному пептиду были выявлены у 9 
из 15 пациентов с РА (60 %).

В качестве референтной группы служили 
15 практически здоровых доноров.

Статистически значимых различий между основ­
ной и контрольной группами по демографическим 
признакам выявлено не было.

Выделение моноцитов проводили с помощью 
одноэтапного центрифугирования в градиенте фи- 
колл-урографиновой смеси с плотностью 1068 кг/м3, 
приготовленной самостоятельно. При наслаивании 
крови поверх данного градиента в верхней интерфазе 
концентрируются моноциты с минимальной (не бо­
лее 5-7 %о) примесью лимфоцитов.

Для приготовления градиента использовали 25 % 
раствор фиколла-400 (Pharmacia, Швеция) и 76 % 
раствор N-метилглюкамина -  натрия амидотризоата 
(Merck-Schering Plough, США). Приведение к требуе­
мой плотности осуществляли путем титрования ком­
понентами градиента под контролем ареометра, стро­
го соблюдая правила измерения плотности согласно 
ГОСТ 18995.1-73 [12]. Приведения градиента к рН 
7,2-7,4 достигали добавлением небольшого количе­
ства 1М KOH. Градиент имел расчетную осмоляр- 
ность в пределах 280-320 мосм/л. Осветление и сте­
рилизацию градиента выполняли путем фильтрации 
через шприцевые ацетатцеллюлозные фильтры с по­
рами 0,2 мкм (Sartorius, Германия). Плотность и рН 
приготовленного градиента в процессе хранения пе­
риодически контролировали и корректировали.

Венозную кровь пациента получали, исполь­
зуя силиконированные пробирки с ЭДТА в качестве 
антикоагулянта. Кровь смешивали с равным объемом 
изотонического 0,02М трис-HCl буфера рН 7,4, со­
держащего 5 ммоль/л глюкозы. Градиент наслаивали 
в силиконированные центрифужные пробирки при 
помощи шприца с длинной иглой калибра 20G, раз­
бавленную кровь (4 мл) наслаивали сверху при по­
мощи силиконированных тонкоконечных стеклянных 
пипеток и механического пипетатора. Центрифуги­
рование проводили при 400g и 20 ± 1 °С в течение 40 
мин. На верхней интерфазе собирали моноцитарную 
фракцию, после чего двукратно отмывали клетки от 
градиента и тромбоцитов в стандартном фосфатно­
солевом буферном растворе (ФСБР), центрифугируя 
их при 3000 об/мин в течение 10 мин в силикониро- 
ванных пробирках. Разбавление суспензии до нужной 
концентрации выполняли в среде RPMI-1640.

МЕЖДУНАРОДНЫЙ ЖУРНАЛ ПРИКЛАДНЫХ
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оценивали с помощью микроскопии стандартных 
мазков, окрашенных по методу Май-Грюнвальда, 
концентрацию клеток измеряли при помощи каме­
ры Горяева или автоматического гемоцитометра. 
Принадлежность мононуклеарных клеток к моно­
цитам уточняли, используя окрашивание суданом 
черным В по методу Sheehan и Storey [13]. Клетки, 
содержащие мелкие или умеренно крупные гранулы, 
дискретно рассеянные по цитоплазме, либо сконцен­
трированные по её периферии, идентифицировали 
как моноциты. Жизнеспособность клеток оценива­
ли путем окрашивания трипановым синим по обще­
принятому протоколу. Степень активации моноцитов 
оценивали при помощи стандартного теста с нитро- 
синим тетразолием, ядра негативных клеток докра­
шивали сафранином.

Стимуляцию образования внеклеточных ловушек 
проводили следующим образом. Лунки стерильного 
96-луночного планшета, помещенного в ламинарный 
шкаф, покрывали 0,01 % поли-Ь-лизином и помещали 
во влажную камеру. В лунки помещали 1 х 105 моно­
цитов в 100 мкл среды RPMI-1640, содержащей 10 % 
инактивированной эмбриональной телячьей сыворотки, 
и инкубировали 30 мин при 37 °С. Стимуляция выпол­
нялась при помощи раствора пирогенала 0,02 мкг/мл 
в стерильном ФСБР с конечной концентрацией 50 нМ 
в течение 60 мин при 37 °С. После отмывания клетки 
фиксировали при помощи 100 мкл 4 % параформаль­
дегида в течение 20 мин при комнатной температуре, 
после чего производилась отмывка от фиксатора. Кон­
троль спонтанного уровня ET выполнялся таким же об­
разом, с заменой пирогенала на стерильный ФСБР [5].

После отмывки клетки инкубировали со 100 мкл 
1,25 мкМ SYBR green в течение 10 мин, после чего 
планшеты помещали в алюминиевую фольгу. Далее 
клетки отмывали 100 мкл ФСБР и обрабатывали 
моноклональными антителами к миелопероксидазе, 
меченными фикоэритрином (Dako, Дания). Результат 
учитывали на флюоресцентном микроскопе с дли­
ной волны возбуждения 485 нм и эмиссии -  535 нм 
(для SYBR green) и 485 и 575 нм соответственно 
(для RPE). Ловушками считали четко определяемые 
внеклеточные сети с двойной флюоресценцией, пре­
восходящие размер интактных клеток. Результат вы­
ражали в процентах как относительное количество 
клеток с ловушками на 100 сосчитанных моноцитов 
при визуализации не менее 200 клеток в образце.

Статистическую обработку данных проводи­
ли с использованием программного пакета Statictica 
10.0. Результаты выражали как среднее арифмети­
ческое (95 % доверительный интервал [ДИ]). Для 
качественных показателей доверительный интервал 
рассчитывали при помощи биномиального метода.

Верхние границы ДИ, превышающие 100 %, усекали 
до 100,0 %. Для анализа различий количественных 
показателей применяли парный и непарный критерий 
Стьюдента, для качественных -  критерий Макнемара 
или точный критерий Фишера. Статистически значи­
мыми считали различия при р < 0,05.

Результаты исследования 
и их обсуждение

В ходе отработки протокола выделе­
ния клеток, пригодного для последующего 
изучения внеклеточных ловушек, проце­
дуры, ранее опубликованные различными 
отечественными и зарубежными исследо­
вателями для выделения моноцитов, по­
требовали существенной модификации для 
получения интактных клеточных фракций 
нужной чистоты. Стандартные протоколы 
выделения мононуклеарных лейкоцитов 
с помощью коммерческого градиента не 
обеспечивают нужной чистоты моноцитар- 
ной фракции, а введение дополнительных 
процедур очистки приводит либо к значи­
тельной неспецифической активации, либо 
к потере части клеток. В целом, несмотря 
на требовательность к уровню навыков ла­
бораторных работ, использование ступен­
чатого фиколл-урографинового градиента 
в нашей модификации позволяет выделять 
клеточный материал для последующего из­
учения внеклеточных ловушек.

Значения жизнеспособности и неспеци­
фической активации моноцитов по резуль­
татам теста с нитросиним тетразолием не 
демонстрировали существенных различий 
между здоровыми лицами и пациентами с РА.

Средняя доля моноцитов со спонтанным 
ловушкообразованием у больных РА была 
существенно выше по сравнению со здоро­
выми лицами (таблица). Частота спонтан­
ного ловушкообразования для моноцитов 
больных РА, позитивных по АЦА, не имела 
существенных отличий от образцов других 
пациентов. После применения индукторов 
ловушкообразования доля моноцитов, об­
разующих внеклеточные ловушки, суще­
ственно увеличивалась, при этом степень 
увеличения при неактивном РА также была 
отчетливо выше по сравнению с нормой.

Основные параметры выделяемых моноцитарных клеточных фракций у больных РА
на этапе включения в исследование

Параметр Моноциты (М (95 %ДИ))
Средний выход выделенных клеток, % 66,8 (60,2-75,7)
Средняя чистота клеточных фракций, % 98,8 (91,5-100,0)
Средняя доля жизнеспособных клеток, % 93,7 (88,4-98,9)
Средняя доля неактивированных клеток, % 90,8 (80,2-98,5)
Средняя доля спонтанного образования ET, % 8,4 (6,6-12,0)
Средняя доля индуцированного образования ET, % 27,0 (20,1-33,2)
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Морфология внеклеточных ловушек 
при световой и люминесцентной микроско­
пии моноцитов здоровых лиц и больных РА 
не демонстрировала существенных межин- 
дивидуальных различий в отношении раз­
меров, формы и содержания ДНК.

Заключение
Патогенез ранних стадий РА представля­

ет собой сложный и не до конца изученный 
процесс. При этом в качестве одних из ис­
точников белковых антигенов, запускающих 
каскад иммунных нарушений при этом за­
болевании, согласно современным данным, 
рассматриваются внеклеточные ловушки 
нейтрофилов [14]. Учитывая, что способ­
ностью к генерации внеклеточных ловушек 
обладают не только нейтрофильные грану- 
лоциты, но и клетки моноцитарно-макро- 
фагальной системы, интерес представляют 
дальнейшие исследования в направлении 
изучения данных процессов. В ходе про­
должающейся активной дискуссии в отно­
шении клинико-патогенетического значения 
внеклеточных ловушек рассматривается воз­
можность использования последних в каче­
стве инновационных биомаркеров РА, а так­
же возможных мишеней для последующего 
таргетного терапевтического воздействия.
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