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Аннотация
В статье приведен обзор литературы о новом механизме 
антимикробного действия эозинофильных гранулоцитов 
– образовании эозинофильных внеклеточных ловушек 
(ЭВЛ). Рассматриваются условия и этапы формирования 
ЭВЛ, их отличия от процессов апоптоза и некроза эози-
нофилов. Приводятся отличительные особенности ЭВЛ 
при их сравнении с внеклеточными нейтрофильными 
ловушками. Дана характеристика основных структурных 
компонентов ЭВЛ и факторов, стимулирующих их появ-
ление. Описаны механизмы антимикробного действия 
эозинофильных ловушек. 

Ключевые слова
Эозинофильные гранулоциты, гранулярные белки, эози-
нофильные внеклеточные ловушки, система иммунитета, 
ДНК.

Summary
This article presents current data about a new mechanism 
of antimicrobial action of eosinophilic granulocytes – the 
formation of eosinophil extracellular traps (EETs). In this 
article, conditions and basic stages of EETs formation, the 
difference between apoptosis and necrosis of eosinophils 
are given. The distinctive features of EETs are described 
in comparison with neutrophil extracellular traps. Main 
structural components, as well as the factors that stimulate 
EETs appearance, are characterized. The mechanisms of 
antimicrobial activity of EETs are described.
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Система иммунитета (СИ) представляет со-
бой совокупность клеток, органов и тканей, 
которые осуществляют иммунные реакции в 
организме человека. Задачей СИ является защита 
организма от чужеродных патогенов и собствен-
ных поврежденных клеток, при этом СИ еще не-
обходимо отличать свои «здоровые» клетки. Эта 
система состоит из подсистем, одной из которых 
является гранулоцитарная, включающая в себя 
нейтрофилы, базофилы и эозинофилы.  Как и все 
лейкоциты, они образуются из гемопоэтических 
стволовых клеток, которые являются плюрипо-
тентными клетками в костном мозге. При воз-
действии различных стимулов плюрипотентные 
клетки созревают до клеток с отличным внешним 
видом и функциями – моноциты, лимфоциты, 
нейтрофилы, базофилы и эозинофилы.

В настоящее время уделяется много внима-
ния исследованию нового защитного механизма 
СИ – образованию внеклеточных ДНК-ловушек 
клетками СИ. Выделение сетей ДНК различными 
типами клеток является частью врожденного 
иммунного ответа и наблюдается при многих 
инфекционных, аллергических и аутоиммунных 
заболеваниях. Образование внеклеточных ло-
вушек ДНК было выявлено у ряда организмов, 
включая рыбу, быка, лошадь, кошку, мышь и 
курицу [1, 2, 3, 4, 5, 6]. 

Гибель клеток с выбросом внеклеточных ДНК-
ловушек (extracellular DNA trap cell death, ETosis 
или ЭТоз [7]), была обнаружена и у человека в 
нейтрофилах [8] и тучных клетках [9, 10]. По-
добные внеклеточные ловушки (extracellular traps, 
ETs или ВЛ) впоследствии наблюдались в других 
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клетках, например, в моноцитах [11], тканевых 
макрофагах [12, 13] и эозинофилах [14, 15, 16, 
17]. Недавно было обнаружено, что и лимфо-
циты, ключевые клетки адаптивной иммунной 
системы, выбрасывают ВЛ in vitro при инкубации 
с сывороткой пациентов с системной красной 
волчанкой [18]. Основываясь на полученных 
данных, выделение ВЛ клетками СИ, можно 
считать новым путем гибели клеток, отличным 
от некроза и апоптоза [19].

Предполагается, что ЭТоз является защитным 
механизмом, сохраненным в ходе эволюции. 
Действительно, сетеподобные структуры, со-
держащие ДНК, были обнаружены в кончиках 
корней растений и выполняли функцию защиты 
от грибковых инфекций [20]. Выделение ВЛ и за-
хват микроорганизмов были продемонстрирова-
ны у беспозвоночных (европейский сухопутный 
краб, C. maenas) [21]. ВЛ наблюдались и у высших 
позвоночных. Например, нейтрофилы и эозино-
филы подвергались ЭТозу и участвовали в по-
имке и уничтожении возбудителя гемонхоза (H. 
contortus) у жвачных животных [22]. У крупного 
рогатого скота было показано, что макрофаги, 
подвергшиеся ЭТозу, ограничивали распростра-
нение M. haemolytica,  являющегося возбудителем 
манхеймиоза [23].

В нейтрофилах и тучных клетках ЭТоз раз-
вивается со временем, в течение нескольких 
часов, и морфологически отличается от апоп-
тоза и некроза [24, 25]. В отличие от апоптоза, 
ядерная конденсация и фрагментация ДНК не 
происходят. Вместо этого хроматин деконденси-
руется, нуклеолемма распадается и происходит 
выделение хроматина в цитоплазму [26]. Разрыв 
плазматической мембраны приводит к высво-
бождению ядерной ДНК с образованием вне-
клеточных сетей ДНК, которые у нейтрофилов 
связывают свободные антимикробные молекулы 
(гранулярные белки и гистоны) [27]. Увеличение 
NADPH (никотинамид-аденин-динуклеотид-
фосфат)-оксидаза-опосредованной продукции 
активных форм кислорода (АФК) играет важную 
роль в активации нейтрофильного ЭТоза [28]. 
Получены данные, что активированные эози-
нофилы человека также подвергаются NADPH-
оксидазозависимой гибели с выбросом внекле-
точных ДНК-ловушек (eosinophil extracellular 
DNA trap cell death, EETosis или ЭЭТоз) [29].

Изучение новых иммунологических механиз-
мов защиты организма, таких как образование 
внеклеточных ловушек различными клетками 
СИ представляет большой интерес не только 
для ученых, но и для практикующих врачей.  

Целью данной работы был обзор литературы, 
посвященной изучению процесса формирования 
внеклеточных ловушек эозинофилами, а также их 
роли в защите организма хозяина.

Эозинофилы, гранулярный аппарат
Впервые эозинофилы были обнаружены в 

1879 г. немецким ученым П. Эрлихом, который 
наблюдал, что кислотный краситель эозин окра-
шивал гранулы в ярко-розовый цвет внутри 
эозинофилов [30]. Эозинофилы созревают в 
костном мозге и мигрируют по крови к тканям. 
Миграция эозинофилов из костного мозга, в 
первую очередь, регулируется интерлейкинами 
3 и 5 (ИЛ-3, ИЛ-5) и гранулоцитарно-макро-
фагальным колониестимулирующим фактором 
(granulocyte-macrophage colony-stimulating factor, 
GM-CSF или ГМ-КСФ) [31].

Эозинофилы обычно присутствуют в слизи-
стой оболочке кишечника, костном мозге, тиму-
се, лимфатических узлах и селезенке, но при этом 
их содержание в крови незначительное (1-5% 
от общего количества лейкоцитов). Эозинофил 
принадлежит к семейству полиморфноядерных 
лейкоцитов и может быть легко распознан по 
дольчатому строению ядра. Совместно с ней-
трофилами и базофилами, эозинофилы входят 
в состав гранулоцитов, содержащих большое 
количество цитоплазматических гранул. 

Установлено, что эозинофилы защищают ор-
ганизм человека от гельминтов и простейших, 
принимают участие в аллергических реакциях, 
хотя остается не до конца изученной их точная 
роль в этих процессах. С другой стороны, эози-
нофилы также вызывают повреждение тканей, 
как при гельминтозах [32], так и при бронхи-
альной астме [33], выделяя гранулярные белки. 
Например, эозинофильный катионный белок 
(eosinophil cationic protein, ECP) и главный ще-
лочной (или основный) протеин (major basic 
protein, МВР – экспрессируется в виде двух го-
мологов MBP1 и MBP2) повреждают клеточные 
мембраны и, таким образом, обладают высокой 
цитотоксичностью [32, 33].

Имеются данные об участии эозинофилов 
в репарации поврежденных тканей путем про-
дукции факторов роста [34]. Так же установлена 
их иммунорегуляторная роль. Например, ECP и 
эозинофильный нейротоксин (eosinophil-derived 
neurotoxin, EDN) подавляют пролиферацию 
Т-клеток in vitro [35]. Помимо этого эозинофилы 
участвуют в регуляции продукции субпопуляций 
Т-лимфоцитов путем экспресии индоламин-2,3-
диоксигеназы (indoleamine-2,3-dioxygenase, IDO) 
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[36]. Для эозинофилов характерна антигенпред-
ставляющая функция: они могут перемещаться в 
лимфатические узлы после воздействия антигена 
и представлять их Т-клеткам [37]. Эозинофилы 
могут экспрессировать МНС класса II, который 
необходим для представления антигенов [38] 
и костимулирующих молекул, таких как CD28, 
CD40, CD80 и CD86 [39, 40, 41]. Кроме того, было 
продемонстрировано, что эозинофилы обеспечи-
вают выживание долгоживущих плазматических 
клеток в костном мозге мышей путем секреции 
APRIL (A proliferation-inducing ligand или лиганд 
A, индуцирующий пролиферацию) и ИЛ-6 [42]. 
У людей, у которых полностью отсутствуют эо-
зинофилы в крови и нарушается их созревание в 
костном мозге, наблюдается нарушение регуля-
ции СИ и аутоиммунные процессы [43].

Цитоплазма эозинофилов содержит катион-
ные компоненты, которые хранятся в гранулах, 
первичных и вторичных. Первичные гранулы 
представляют собой однокомпонентные струк-
туры, а вторичные гранулы – это двухкомпонент-
ные структуры [44].

Первичные гранулы содержат галектин-10 
(Charcot-Leyden crystal protein, CLCP или белок 
кристаллов Шарко-Лейдена) и эозинофильную 
пероксидазу (eosinophil peroxidase, EPX/EPO), а 
вторичные гранулы содержат главный щелочной 
протеин, эозинофильный катионный белок, эози-
нофильный нейротоксин и EPX. MBP локализу-
ется в кристаллоидном ядре вторичной гранулы 
и может повреждать бактерии и клетки, разрушая 
клеточные мембраны [45]. EPX находится как в 
первичных, так и во вторичных гранулах и может 
образовывать АФК, что приводит к апоптозу и 
некрозу в клетках-мишенях [46]. EPX токсична 
для вирусов, бактерий, гельминтов и опухолевых 
клеток [47], участвует как в противовоспали-
тельных [48], так и в провоспалительных [49] 
процессах. Также EPX индуцирует дегрануля-
цию тучных клеток, способствует привлечению 
макрофагов, обеспечивая более эффективное 
уничтожение микроорганизмов и связывание с 
поверхностью опухолевых клеток, в результате 
чего они становятся восприимчивыми к опосре-
дованному макрофагами цитолизу [30].

Эозинофильный катионный белок (ECP), ко-
торый принадлежит к подсемейству рибонуклеаз 
(РНКазы) A, токсичен для гельминтов, бактерий, 
одноцепочечных РНК-вирусов и тканей хозяина 
[50]. Этот гранулярный белок индуцирует выде-
ление гистамина из базофилов и тучных клеток, 
таким образом, принимая активное участие 
в реализации воспалительных реакций [30]. 

Эозинофильный нейротоксин (EDN), который 
также принадлежит к подсемейству РНКаз А, 
обладает противовирусной активностью и осо-
бенно эффективен против одноцепочечных РНК-
вирусов. В исследовании J. Domachowske с соавт. 
было продемонстрировано противовирусное 
действие EDN при инфицировании респиратор-
ным синцитиальным вирусом [51]. Также EDN 
может способствовать изменению характера 
иннервации гладкой мышечной ткани бронхи-
ального дерева, приводя к его гиперреактивно-
сти [30]. Эозинофильная пероксидаза и главный 
щелочной протеин 2 обнаруживаются только в 
эозинофилах, тогда как остальные белки могут 
экспрессироваться и другими клетками, хотя и 
не на уровнях, обнаруженных в эозинофилах. 
После активации эозинофилы выделяют свои 
гранулярные белки [52].

Эозинофилы также участвуют в синтезе ци-
стеиновых лейкотриенов (C4, D4, E4), тром-
боксана B2, простагландинов E1 и E2 и фактора 
активации тромбоцитов [53, 54]. Эти липидные 
медиаторы являются сигнальными молекулами, 
которые играют важную роль в воспалительных 
и иммунных реакциях, участвуют в регуляции 
пролиферации клеток [55].

В отличие от других гранулсодержащих лей-
коцитов, у эозинофилов уже давно установлено 
присутствие гранул внеклеточно в тканях и 
мокроте при различных заболеваниях [54, 56, 
57]. Свободные внеклеточные гранулы были 
выявлены при атопическом дерматите [58] и ал-
лергическом рините [59], также была выявлена 
корреляция их количества с тяжестью крапивни-
цы [54, 60]. В мокроте пациентов с бронхиальной 
астмой были отмечены свободные гранулы эо-
зинофилов, а скопления этих свободных гранул 
– кластеры (clusters of free eosinophil granules, 
Cfegs), были зарегистрированы при астме у че-
ловека и в экспериментальных моделях астмы у 
морских свинок [61].

В 2008-2010 гг. J. Neves с соавт. изучали внекле-
точные гранулы эозинофилов [62, 63, 64]. В ходе 
исследования из эозинофилов периферической 
крови человека при субклеточном фракциони-
ровании получали очищенные внеклеточные 
гранулы. J. Neves с соавт. установили, что на 
мембранах гранул представлены несколько ре-
цепторов, включая CCR3, цепь IFN-γR [63], два 
рецептора цистеинил-лейкотриена (CysLT1R, 
CysLT2R) и пуринергический рецептор P2Y12 
[62]. В очищенных внеклеточных гранулах при 
стимуляции происходила внутригранулярная 
передача сигнала, что вызывало дифференциаль-
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ную секрецию хранимых в гранулах цитокинов 
и других белков [62, 63]. Например, стимуляция 
IFN-γ приводила к дозозависимой секреции 
эозинофильного катионного белка, эозинофиль-
ной пероксидазы, гидролитического фермента 
(β-гексозаминидазы) и цитокинов (ИЛ-4, ИЛ-6) 
[63]. В ответ на лейкотриен C4 и внеклеточно 
генерируемые лейкотриены D4 и E4 в гранулах 
секретировался эозинофильный катионный 
белок [62]. Хотя механизм выделения и функци-
онирования внеклеточных гранулярных белков 
все еще до конца неясен и требует дальнейшего 
изучения, можно предположить, что внутригра-
нулярная мембранная сеть играет решающую 
роль в процессе мобилизации и секреции этих 
белков.

При стимуляции in vivo эозинофилы могут 
выделять свои гранулярные белки. На сегод-
няшний день выявлено три механизма этого 
процесса: 1) экзоцитоз, при котором цитоплаз-
матические гранулы проникают через клеточную 
мембрану и выделяют гранулярные белки во 
внеклеточную среду; 2) частичная дегрануляция, 
процесс, характеризующийся везикулярным 
транспортом, который обеспечивает регулиру-
емое выделение гранулярных белков [65, 66]; и 
3) цитолиз, когда эозинофилы разрываются и 
выделяют свои неповрежденные гранулы [67]. 
Точный механизм цитолиза остается неясным, 
хотя считается, что он отличается от некроза [68].

Экзоцитоз возникает в ответ на крупные 
мишени, такие как гельминты, но в остальном 
обычно не наблюдается in vivo. Вместо этого 
эозинофилы секретируют компоненты гранул 
в основном через частичную дегрануляцию, в 
результате чего их содержимое избирательно 
мобилизуется в сферические и трубчатые пу-
зырьки, которые отделяются от гранул, пересе-
кают цитоплазму и сливаются с плазматической 
мембраной, чтобы выделить свое содержимое [1].

При цитолизе потеря целостности эозино-
фильной плазматической мембраны и последу-
ющий лизис приводят к выделению и внеклеточ-
ному отложению интактных (неповрежденных) 
мембраносвязанных гранул. Хотя обычно счи-
тается, что частичная дегрануляция является 
преобладающим механизмом дегрануляции и 
секреции у эозинофилов, доказательства цито-
лиза эозинофилов и наличия мембраносвязан-
ных свободных гранул эозинофилов в тканях 
неоднократно описывались в литературе [54]. 
Многочисленные in vivo наблюдения за свобод-
ными внеклеточными гранулами эозинофилов 
свидетельствуют об уникальном процессе, при 

котором эозинофилы человека подвергаются 
неапоптотической цитолитической гибели, при 
которой выделяются интактные внеклеточные 
гранулы. Механизмы эозинофильного цитоли-
тического выделения интактных гранул недо-
статочно изучены. Однако исследование S. Ueki 
с соавт. 2013 г. предоставило первые доказатель-
ства того, что эозинофилы человека способны 
подвергаться активной цитолитической гибели, 
сопровождающейся выделением ядерной ДНК 
и интактных гранул, так называемый, процесс 
– ЭЭТоз [29].

Таким образом, местное выделение внеклеточ-
ных гранул эозинофилов может представлять со-
бой средство, с помощью которого эозинофилы 
продолжают обеспечивать иммунорегуляторные 
и провоспалительные функции после своего 
разрушения. Несмотря на проведенные иссле-
дования, механизмы эозинофильного цитолити-
ческого выделения интактных гранул и их роль 
в защите организма и развитии патологических 
состояний до конца не изучены [29].

Эозинофильные внеклеточные ловушки
Изначально считалось, что внеклеточные ло-

вушки формируют только нейтрофилы. В 2004 
году у нейтрофилов впервые были зарегистри-
рованы внеклеточные отложения ДНК. Было 
обнаружено, что нейтрофильные внеклеточные 
ловушки (neutrophil extracellular traps, NETs или 
НВЛ) содержат высокие локальные концентра-
ции антимикробных компонентов, которые вы-
деляются во внеклеточный матрикс для захвата и 
уничтожения бактерий [8]. Считается, что НВЛ, 
содержащие антибактериальные белки, такие как 
гистоны и гранулярные ферменты (например, 
эластаза и миелопероксидаза), играют важную 
роль во врожденном иммунитете, захватывая 
различные микроорганизмы [8, 69]. 

Механизм с помощью которого эозинофи-
лы могут выделять свое цитоплазматическое 
содержимое заключается в образовании эози-
нофильных внеклеточных ловушек (eosinophil 
extracellular traps, EETs или ЭВЛ). Эти структуры 
состоят из ДНК-сетей, содержащих гранулярные 
белки [70]. Было высказано предположение, что 
этот механизм представляет собой стратегию по 
поимке и уничтожению бактерий, подобно НВЛ. 
Впервые сетчатые ДНК-структуры, выделяемые 
эозинофилами, были обнаружены S. Yousefi с 
соавт. в 2008 году [16]. В исследовании было про-
демонстрировано, что происходило нецитолити-
ческое катапультирование митохондриальной, но 
не ядерной ДНК с образованием внеклеточных 
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сетей ДНК в ответ на липополисахарид (ЛПС) 
грамотрицательных бактерий, фактор компле-
мента C5a и эотаксин. Эти сети содержали нити 
ДНК и гранулярные белки (главный щелочной 
протеин и эозинофильный катионный белок), 
что стало очевидно из исследований как in vitro 
[16], так и in vivo [14].

Позднее в 2013 г. S. Ueki с соавт. [29] продемон-
стрировали выделение сетчатых структур ДНК 
из литических эозинофилов при стимуляции 
IgG, IgA, иммобилизованными в среде с SYTOX 
Green, ионофором кальция A23187, фактором 
активации тромбоцитов (ФАТ) и форбол-1,2-
миристат-1,3-ацетатом (ФМА). Эти результаты 
были получены с помощью просвечивающего 
электронного микроскопа и конфокальной им-
мунофлуоресцентной микроскопии. Иммуноо-
крашивание с использованием анти-гистоновых 
антител подтвердило, что ДНК имела ядерное 
происхождение. Также в исследовании изучали 
различия между эозинофилами, подвергшимися 
некрозу, апоптозу и ЭЭТозу (некроз и апоптоз ин-
дуцировали путем кратковременного нагревания 
и применения анти-Fas антител, соответственно). 
Таким образом, анти-Fas-активированные эози-
нофилы (подвергающиеся апоптозу, с окрашива-
нием аннексином V) и термоинактивированные 
эозинофилы (с характерными некротическими 
пузырьками) сравнивали с эозинофилами, кото-
рые подвергались ЭЭТозу. У эозинофилов, под-
вергшихся ЭЭТозу, окрашивание аннексином V 
было слабым (что указывало на низкий уровень 
или отсутствие фосфатидилсерина на наруж-
ной поверхности клеточной мембраны и под-
тверждало отсутствие апоптоза) по сравнению с 
Fas-активированными клетками. Кроме того, не 
наблюдалось и некротических пузырьков. 

Следует отметить, что митохондриальная 
ДНК может выделяться лишь в небольшом коли-
честве, т.к. эозинофилы человека содержат очень 
мало митохондрий (24-36 на клетку по сравнению 
с 1300 у гепатоцита). Каждая митохондрия со-
держит приблизительно 2-10 копий митохондри-
альной ДНК, которая очень чувствительна к по-
вреждению, вызванному АФК, потому что в ней 
отсутствуют защитные гистоны и ограничены 
механизмы репарации ДНК. Отсутствие ядер-
ной ДНК в супернатантах эозинофилов также 
может быть объяснено сильными адгезивными 
свойствами нитей ДНК, которые, вероятно, сли-
паются и прилипают к клеткам и поверхностям 
планшетов, особенно после встряхивания во 
время инкубации. Это приводит к осаждению 
большей части ядерной ДНК из супернатантов, 

в то время как митохондриальная ДНК, будучи 
меньше по размеру, будет оставаться раство-
римой в супернатанте и легче обнаруживаться 
с помощью ПЦР. Напротив, с использованием 
чувствительных молекулярных методов было 
продемонстрировано повышенное выделение 
dsДНК в супернатанте в случае индуцированного 
ЭЭТоза in vitro [71]. 

Сканирующая электронная микроскопия 
показала, что нейтрофильные ДНК-ловушки 
состоят из гладких участков цилиндрических ну-
клеосом длиной 5-10 нм и глобулярных доменов 
размером 25-50 нм, в то время как ЭВЛ состоят в 
основном из волокон диаметром 25-35 нм [8, 72]. 
Согласно S. Ueki с соавт. 2016 г. ЭВЛ происходят 
из гистонов H1, которые образуют 30 нм волокна 
хроматина, намного толще, чем у нейтрофилов 
[15], но V. Muniz с соавт. 2018 г. установили, что 
ЭВЛ происходят из гистонов Н3 [73]. В исследо-
вании A. Omokawa с соавт. 2018 г. также как у S. 
Ueki с соавт. были выявлены нитевидные струк-
туры, которые окрашивались антителами против 
гистона H1 [74].

Немногие исследования указывают на процент 
эозинофилов, которые подвергаются ЭЭТозу, и 
даже, если сообщается количество эозинофилов, 
которые выделяют внеклеточные сети, этот про-
цент может варьироваться в зависимости от па-
тологии, ее тяжести и присутствия других клеток, 
которые выделяют свои ловушки (нейтрофилы, 
макрофаги и базофилы). В исследовании, в кото-
ром оценивались образцы биопсии от пациентов 
с эозинофильным эзофагитом, сообщалось, что 
80% эозинофилов имели признаки цитолиза с 
выделением ДНК [75]. В исследовании D. Simon 
с соавт. 2011 г. [76] определяли количество эози-
нофилов, выделяющих ДНК и ECP, при кожных 
заболеваниях, процент таких эозинофилов до-
стигал 10-30% при эозинофильном целлюлите 
Уэллса.

Механизм ЭЭТоза

Выделение внеклеточной ДНК при стимуляции 
различными факторами
Как было описано ранее в обзоре, в иссле-

дованиях S. Ueki с соавт. 2013 г. и 2016 г. иммо-
билизованные IgG и IgA вызывали выделение 
гистон-положительной ДНК из разрушенных 
эозинофилов. Кроме того, фактор активации 
тромбоцитов (ФАТ) в сочетании с ИЛ-5 или 
ГМ-КСФ индуцировал ЭЭТоз. ФАТ сам по себе 
был менее мощным индуктором ЭЭТоза, и в 
отдельности ни ИЛ-5, ни ГМ-КСФ не вызывали 
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ЭЭТоз. Форбол-1,2-миристат-1,3-ацетат (ФМА) 
и ионофор кальция также индуцировали ЭЭТоз. 
ЭЭТоз, индуцированный ионофором кальция, 
развивался быстрее по сравнению со стимуля-
цией иммобилизованными IgG и ФМА [15, 29].

В исследовании E. Gevaert с соавт. 2017 г. [77] 
было показано, что у пациентов с хроническим 
полипозным риносинуситом образование ЭВЛ 
связано с повышением уровня ИЛ-5, а также 
с колонизацией S. aureus в тканях пациента. 
Также была показана связь между уровнями 
периостина и эозинофильным воспалением, что 
сделало периостин интересным для изучения 
его роли в функционировании ЭВЛ. Периостин, 
который облегчает инфильтрацию эозинофилов 
в легочной ткани пациентов с аллергией и с эози-
нофильным эзофагитом [78], был обнаружен на 
высоких уровнях в тканях пациентов с большим 
количеством ЭВЛ. Тимический стромальный 
лимфопоэтин (thymic stromal lymphopoietin, 
TSLP или ТСЛП) является хорошо известными 
факторами стимуляции формирования ЭВЛ in 
vitro. Однако E. Gevaert с соавт. [77] не выявили 
повышенные уровни ТСЛП. Это противоречило 
другим исследования, в ходе которых уровень 
ТСЛП повышался после повреждения эпителия 
и коррелировал с выделением ЭВЛ у пациентов с 
эозинофильным эзофагитом и непосредственно 
запускал формирование ЭВЛ [79, 80]. Одна-
ко данные ПЦР показали увеличение продук-
ции ТСЛП через 2 часа. Поэтому возможно, что 
ТСЛП все еще мог играть роль в формировании 
ЭВЛ в более поздние моменты времени [77].

Y. Choi с соавт. 2018 г. [81] также продемон-
стрировали влияние ИЛ-5 и липополисахарида 
на  продукцию ЭВЛ у пациентов с тяжелой эози-
нофильной астмой.

В исследовании S. Ueki с соавт. 2013 г., что-
бы изучить процесс изменения формы ядра во 
время ЭЭТоза, окрашивали живые эозинофилы 
красителем Hoechst 33342, в результате чего из-
менялась окраска ядерной ДНК; клетки были 
зафиксированы в разные моменты времени. 
Первоначально билобулярная форма ядра эози-
нофилов начинала терять свою форму, а затем 
ядерная оболочка распадалась и ДНК заполняла 
цитоплазму. Наконец, плазматическая мембрана 
разрывалась, что позволяло вытеснить сеть ДНК 
(было подтверждено обработкой ДНКазой) [29]. 
Этот процесс изменения формы ядра и его рас-
творения был схож с таковым при НЕТозе, од-
нако точный механизм деконденсации ядерного 
содержимого требует дальнейшего изучения [26]. 
Сканирующая электронная микроскопия высо-

кого разрешения показала, что ДНК-сети обра-
зовывали сетчатые структуры, которые состояли 
в основном из волокон диаметром 25-35 нм в 
сочетании с более крупными волокнами [29]. В 
ходе проведенного исследования было показано, 
что ЭЭТоз отличается от некроза и апоптоза. В 
исследовании  S. Ueki с соавт. 2016 г. ингибитор 
каспазы-3 не угнетал ядерную деконденсацию 
и образование агрегатов. Эти результаты под-
твердили, что EETosis зависит от реактивной 
продукции кислорода и кальция, но не зависит от 
процессов, опосредованных каспазой [15].

Выделенные ловушки ядерной ДНК эозинофи-
лов быстро собирались вместе и захватывали мел-
кие частицы, такие как неповрежденные гранулы 
эозинофилов и микроорганизмы [15]. Ранее было 
высказано предположение о  роли ионных связей 
в функционировании внеклеточных ловушек – 
взаимодействие между анионной поверхностью 
микроорганизмов и катионными компонентами 
ловушек [75]. S. Ueki с соавт. в 2016 г. предположи-
ли, что гидрофобные взаимодействия играли ос-
новную роль в адгезивной способности и сборке 
эозинофильных ДНК-ловушек. Эти особенности 
внеклеточных ловушек ДНК важны для фикси-
рования микроорганизмов и предотвращения их 
распространение [15].

ЭЭТоз – это NADPHоксидазазависимая 
гибель клеток
Как известно, гибель нейтрофилов с выбро-

сом внеклеточных ДНК-ловушек (neutrophil 
extracellular DNA trap cell death, NETosis или 
НЕТоз) зависит от АФК, образование которых 
обеспечивает фермент NADPH-оксидаза, и, со-
ответственно этот процесс угнетается ингиби-
тором NADPH-оксидазы – хлоридом дифени-
лениодония [24]. В исследовании S. Ueki с соавт. 
2013 г. [29] для выявления влияния хлорида 
дифенилениодония на ЭЭТоз, после стимуляции 
эозинофилов измеряли интенсивность SYTOX 
Green, которая постепенно увеличиваясь. Хлорид 
дифенилениодония полностью устранял дей-
ствие этих индукторов ЭЭТоза (IgG и ионофор 
кальция). Подобное ингибирование наблюдалось 
с хлоридом дифенилениодония при стимуляции 
и другими активирующими ЭЭТоз факторами 
[15]. Чтобы дополнительно оценить, было ли 
образование внеклеточных АФК критическим 
для ЭЭТоза, эозинофилы стимулировали в при-
сутствии непроницаемого для клеток фермента, 
поглощающего АФК, каталазы. Каталаза инги-
бировала индуцированный ионофором кальция 
ЭЭТоз [29].
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При ЭЭТозе выделяются ДНКсети 
и интактные гранулы
В исследовании S. Ueki с соавт. 2013 г., чтобы 

определить механизм выделения специфических 
белков гранул эозинофилов, клетки, подверг-
шиеся ЭЭТозу, иммуноокрашивали на главный 
щелочной протеин (МВР). Примечательно, что 
во многих областях ЭВЛ отсутствовало имму-
ноокрашивание свободного MBP, а окраска была 
локализована в более мелких точечных очагах, 
вследствие чего было высказано предположение, 
что эозинофильные гранулы сохранили свое со-
держимое [29]. 

При анализе ЭЭТоза путем трансмиссионной 
электронной микроскопии было выявлено нали-
чие кластеров интактных эозинофильных гранул 
и гранул связанных с сетями ДНК. Интактные 
эозинофильные гранулы обладали различной 
степенью электронной плотности, что, вероят-
но, указывало на секрецию некоторыми из них 
своего содержимого. Внеклеточные гранулы 
эозинофилов, выделяемые из цитолитических 
клеток, сохраняли свою типичную морфологию 
с неповрежденными мембранами и матрицами 
гранул [29].

Для изучения процесса ЭЭТоза, при кото-
ром выделяются интактные гранулы эозино-
филов внеклеточно, проводили исследование 
эозинофилов с помощью фазово-контрастной 
микроскопии. Эозинофилы, подвергшиеся ЭЭ-
Тозу, демонстрировали общие морфологические 
особенности поведения, начиная с прекраще-
ния их хемокинетической миграции и усиления 
внутрицитоплазматических движений гранул. 
Двулистное ядро эозинофила постепенно сгу-
щалось в одну круглую форму. Образовывались 
выступы плазматической мембраны, и время от 
времени 1-3 гранулы выделялись вместе с обвола-
кивающими мембранами, отрываясь от выступов 
плазматической мембраны. Множество гранул 
были выделены эозинофилами в виде кластеров 
связанных с плазматической мембраной. Таким 
образом, выделение небольшого количества 
гранул и скоплений гранул в виде кластеров при-
водило к получению разнообразных по размерам 
связанных плазматической мембраной гранул. 
Выделение гранулярных структур обычно пред-
шествовало ядерному хроматолизу и распаду 
ядерной мембраны. При последующем лизисе 
эозинофилов и нарушении плазматической мем-
браны выделялись оставшиеся внутриклеточные 
гранулы [29].

Чтобы убедиться, что выделение интактных 
гранул из эозинофилов было связано с ЭЭТозом, 

подсчитывали абсолютное количество выделен-
ных субклеточных структур с использованием 
проточного цитометра. Повышенное выделение 
гранулярных структур было связано с увеличе-
нием продукции ЭВЛ, о чем свидетельствовала 
зависимость от концентрации и времени. Более 
того, внеклеточные структуры не выделялись 
при 4° C, что указывало на активный клеточный 
процесс. Чтобы подтвердить стабильность вы-
деленных внеклеточных гранул, эозинофильные 
гранулы окрашивали красителем акридиновым 
оранжевым с последующей стимуляцией ионо-
фором кальция A23187. Через 1 час в культураль-
ной среде были обнаружены обильные внекле-
точные гранулы, которые были в виде отдельных 
структур и кластеров. Выделенные субклеточные 
структуры были дополнительно подвергнуты 
проточной цитометрии; и при флуоресцентной 
микроскопии большинство субклеточных гра-
нулярных структур сохраняли краситель [29].

В совокупности можно сказать, что при ЭЭ-
Тозе выделяются гранулы эозинофилов, при этом 
внеклеточные гранулы сохраняют специфиче-
ские гранулярные белки даже после выделения 
в культуральную среду, некоторые выделяемые 
гранулы могут по отдельности или в кластерах 
быть окружены плазматической мембраной, а 
часть из них может быть лишена плазматической 
мембраны.

Гранулы, выделяемые при ЭЭТозе, обладают 
способностью к секреции и выделению своего 
содержимого в ответ на стимуляцию
В более ранних исследованиях было про-

демонстрировано, что гранулы эозинофилов 
человека, будучи изолированными без плазма-
тической мембраны при субклеточном фракци-
онировании, экспрессируют функциональные 
рецепторы хемокинов CCR3 и секретируют эо-
зинофильный катионный белок (ECP) в ответ на 
эотаксин-1, используя внутригранулярную сиг-
нализацию и системы секреции на основе мем-
бранотубулярных сетей [62, 63]. В исследовании 
S. Ueki с соавт. 2013 г. оценивали обладают ли гра-
нулы при ЭЭТозе сходными функциональными 
секреторными свойствами. В ходе исследования 
были получены результаты, показывающие, что 
некоторые гранулы во время ЭЭТоза, опосредо-
ванного ионофором кальция, сохраняли свою 
способность к секреции [29].

Отличия ЭВЛ и НВЛ
В попытке сравнить стабильность ловушек 

ДНК, опосредованных НЕТозом и ЭЭТозом, в 
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исследовании S. Ueki с соавт. 2016 г. было вы-
явлено, что ДНК-ловушки при ЭЭТозе были 
стабильными в течение нескольких дней, сохра-
няя свою форму в течение >7 дней. Напротив, 
ловушки при НЕТозе демонстрировали спонтан-
ную диссоциацию и были более восприимчивы 
к повышенным концентрациям альбумина и 
фетальной телячьей сыворотки, и к обработке 
ДНКазой, что указывало на их меньшую ста-
бильность [15].

При НЕТозе гранулярные мембраны исчезают 
внутриклеточно, после чего следует транслока-
ция нейтрофильной эластазы и миелоперокси-
дазы в ядро нейтрофилов [26, 82]. Этот внутри-
клеточный процесс дегрануляции, по-видимому, 
важен для связывания этих белков с ядерным 
хроматином до разрушения нейтрофилов. На-
против, эозинофильные гранулы выделяются в 
виде неповрежденных структур, а белки эози-
нофильных гранул остаются в основном внутри 
этих гранул [29]. 

В НВЛ ядерные гистоны были наиболее рас-
пространенными белками и составляли 70% всех 
связанных с сетью белков [72]. Длинная цепь 
ДНК оборачивалась вокруг основных гистонов с 
образованием нуклеосомной структуры, напоми-
нающей «бусы на струне» [83]. Эластаза нейтро-
филов способствовала деконденсации хроматина 
при НВЛ в мокроте пациентов с муковисцидозом 
путем протеолитической обработки гистонов 
[16]. ЭВЛ из клинических и экспериментальных 
источников были равномерно окрашены при ис-
пользовании моноклональных антител против 
ядерного гистона H1, который играл ключевую 
роль в формировании 30-нм волокон хроматина 
[84]. Примечательно, что ультраструктурная 
морфология НВЛ показала более тонкие и менее 
глобулярные волокна в отличие от ЭВЛ. Можно 
предположить, что ЭВЛ обладают большей ста-
бильностью с нуклеосомами, которые менее вос-
приимчивы к ограниченным протеолитическим 
деградирующим способностям эозинофилов 
человека [15].

Во время ЭЭТоза некоторые гранулы эозино-
филов выделяются внеклеточно с последующей 
деконденсацией ядерного содержимого и обра-
зованием ЭВЛ. Впоследствии при разрыве плаз-

матической мембраны выделяются как произво-
дные от ядерной ДНК (гистон-положительные) 
сети, так и свободные гранулы эозинофилов. 
ЭЭТоз приводит к внеклеточному выделению 
интактных эозинофильных гранул, которые за-
тем связываются с сетями ДНК [29]. Напротив, 
у нейтрофилов, подвергающихся НЕТозу, связь 
между ядерной ДНК и гранулосодержащим бел-
ком, по-видимому, происходит внутриклеточно 
до разрыва плазматической мембраны. Нет до-
казательств того, что интактные нейтрофильные 
гранулы связываются с сетями внеклеточной 
ДНК [85]. Напротив, в отношении эозинофи-
лов, как было установлено, главный щелочной 
протеин или эозинофильный катионный белок 
связываются с сетями внеклеточной ДНК в 
виде свободных белков [16, 79]. Таким обра-
зом, гранулы белков эозинофилов могут быть 
обнаружены либо в сочетании с ЭВЛ, либо во 
внеклеточных гранулах при эозинофильных 
заболеваниях кожи [76]. Как было отмечено 
ранее, часть внеклеточных гранул, полученных 
во время ЭЭТоза, проявляла способность к се-
креции в ответ на эотаксин-1 [29], подтверждая 
тем самым, что внеклеточные гранулы эозино-
филов могут оставаться функциональными и 
способны секретировать хранимые белки в виде 
«кластерных бомб». 

Таким образом, процесс ЭТоза у эозинофилов 
похож на процесс у нейтрофилов, но заметно 
отличается тем, что интактные эозинофильные 
гранулы выделяются внеклеточно и по-прежнему 
содержат основную часть содержимого. Способ-
ность эозинофилов секретировать митохондри-
альную ДНК или связанную с ЭЭТозом ядерную 
ДНК, создавая при этом сеть, способную захва-
тывать гранулярные белки, секреторные внекле-
точные кристаллоидные гранулы и патогены, 
иллюстрирует новый механизм, с помощью кото-
рого эозинофилы осуществляют антимикробное 
действие.

Следует проводить дополнительные исследо-
вания ЭВЛ при различных заболеваниях, чтобы 
установить, являются ли эти ловушки полезны-
ми при каждом виде патологии, и какой должна 
быть тактика врача при ведении пациента после 
выявления формирования ЭВЛ.
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