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Определяли способность к формированию внеклеточных ловушек клетками крови в составе фракций монону-
клеарных клеток и гранулоцитов у пациентов с сахарным диабетом 1-го и 2-го типа, осложнённым синдромом диа-
бетической стопы без (n=10) и с нейроостеоартропатией Шарко (n=8). В мононуклеарной фракции пациентов обна-
ружено 15–30 % нейтрофилов низкой плотности, в группе контроля (n=12) их доля была минимальной. Спонтанное и 
стимулированное тромбином образование нитевидных внеклеточных ловушек было наиболее выражено у больных 
нейроостеоартропатией. В этой группе выявлено также повышение уровня интерлейкина-8 (в 4,4 раза) и цитрулли-
нированного гистона H3 (в 5,7 раза) по сравнению с группой контроля. Полученные данные свидетельствуют о ве-
роятной роли воспаления, опосредованного нейтрофилами низкой плотности, в патогенезе нейроостеоартропатии. 
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We determined the ability of extracellular traps to be formed by blood cells in fractions of mononuclear cells and 
granulocytes in patients with type 1 and type 2 diabetes mellitus complicated by diabetic foot syndrome without (n=10) 
and with Charcot neuro-osteoarthropathy (n=8). The mononuclear cell fraction of patients contained 15–30  % of low-
density neutrophils (LDNs), whereas their proportion in the control group (n=12) was minimal. Spontaneous and thrombin-
stimulated formation of filamentous extracellular traps was most pronounced in patients with neuro-osteoarthropathy. 
Furthermore, this group exhibited a significant increase in the levels of interleukin-8 (4.4-fold) and citrullinated histone H3 
(5.7-fold) compared to the control group. The obtained data indicate a probable role of LDN-mediated inflammation in the 
pathogenesis of Charcot neuro-osteoarthropathy.
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ВЛ	 –	внеклеточные ловушки
НВЛ	 –	нейтрофильные внеклеточные ловушки
НОА	 –	нейроостеоартропатия
СД	 –	сахарный диабет
СД1	 –	сахарный диабет 1 типа
СД2	 –	сахарный диабет 2 типа
СДС	 –	синдром диабетической стопы
CPБ	 –	С-реактивный белок
CitH3	 –	citrullinated histone H3 (цитруллинированный гис-	

	 	 тон Н3)
DAMPs	–	damage-associated molecular patterns (паттерны 	

	 	 молекулярных структур, ассоциированные с пов-	
	 	 реждением)

DFS	 –	diabetic foot syndrome (синдром диабетической 	
	 	 стопы)

IL-8	 –	 interleukin-8 (интерлейкин-8)

LDN	 –	 low density neuthrophils (нейтрофилы низкой плот-	
	 	 ности)

MoETs	 –	monocyte extracellular traps (внеклеточные ло-	
	 	 вушки моноцитов)

NADPH	–	nicotinamide adenine dinucleotide phosphate (ни-	
	 	 котинамидадениндинуклеотид фосфат)

NETs	 –	neutrophil extracellular traps (нейтрофильные вне-	
	 	 клеточные ловушки)

NOA	 –	neuro-osteoarthropathy (нейроостеоартропатия)
PAD4	 –	рeptidyl аrginine deiminase 4 (пептидиларгинин-	

	 	 деминаза 4)
PADI4	 –	рeptidyl аrginine deiminase 4 gene (ген пептиди-	

	 	 ларгининдеиминазы 4)
Т1DM	 –	Type 1 Diabetes Mellitus (сахарный диабет 1 типа)
T2DM	 –	Type 2 Diabetes Mellitus (сахарный диабет 2 типа)

Сахарный диабет (СД) является хроническим 
заболеванием, сопряженным с высоким ри-
ском развития поздних осложнений, кото-

рые значительно повышают тяжесть течения за-
болевания и смертность пациентов [1]. Одним из 
наиболее серьезных и распространенных ослож-
нений является синдром диабетической стопы 
(СДС) [2]. СДС  – это ведущая причина госпита-
лизации среди пациентов с сахарным диабетом 
2-го типа (СД2) [2]. Частота встречаемости СДС 
составляет от 4  % до 15  % [2]. Необходимость в 
ампутации стопы у пациентов с СД2 в 30–40 раз 
выше по сравнению с пациентами, не страдающи-
ми СД, а пятилетняя смертность после ампутации 
оценивается в диапазоне от 39 % до 68 % [2]. 

Роль полинейропатии в патогенезе синдрома 
диабетической стопы (СДС) подтверждается эпи-
демиологическими данными  – именно она служит 
ключевым звеном в развитии этого осложнения у 
половины пациентов [2]. Поздние стадии СДС часто 
включают развитие диабетической нейроостеоар-
тропатии (НОА), известной как стопа Шарко, которая 
характеризуется стерильной деструкцией костей и 
суставов [2]. Вследствие сенсомоторной нейропатии 
этот деструктивный процесс часто протекает безбо-
лезненно, что значительно усложняет раннюю диа-
гностику [2]. Патофизиологические концепции НОА 
подчеркивают центральную роль нейроваскулярных 
нарушений, а также активацию систем, регулирую-
щих костный метаболизм, таких как фактор транс-
крипции NF-κB и система цитокинов RANK/RANKL/
OPG [2]. В последние годы активно изучается роль 
нетоза  – новой формы гибели клеток, специфичной 
для нейтрофилов [1, 3]. Этот процесс приводит к вы-
свобождению нейтрофильных внеклеточных ловушек 
(НВЛ), представляющих собой волокнистую сеть, со-
стоящую из деспирализованной хроматиновой ДНК с 
фиксированными на ней противомикробными белка-
ми [1]. Клинические исследования показывают, что у 
пациентов с СД продукты высвобождения НВЛ значи-
тельно повышены [3] и коррелируют с наличием таких 
осложнений, как нарушение заживления ран, диабе-
тическая ретинопатия и атеросклероз [1, 3]. 

Таким образом, диабетическая НОА является сте-
рильным воспалительно-деструктивным процессом 
[2], а нетоз играет важную роль в диабетическом по-
вреждении тканей [3]. Следовательно, оценка его 
вклада в патогенез стопы Шарко критически важна. 
Это открывает перспективы для разработки терапии, 
направленной, в том числе, на процесс нетоза при 
синдроме диабетической стопы [1].

Цель исследования: определить способность к ex 
vivo формированию внеклеточных ловушек клетками 
мононуклеарной и гранулоцитарной фракций крови 

и уровни цитруллинированного гистона H3 (CitH3), 
С-реактивного белка (СРВ), интерлейкина-8 (IL-8) в 
крови у пациентов с сахарным диабетом, осложнён-
ным СДС, с наличием и отсутствием нейроостеоар-
тропатии Шарко.

Материал и методы. Критерии включения в ис-
следование: возраст пациентов обоего пола стар-
ше 18 лет, ранее верифицированный сахарный диа- 
бет 1 (СД1) или 2 типа (СД2), подписанное информи-
рованное согласие на участие в исследовании. кри-
терии невключения: наличие или даже подозрение 
на наличие злокачественных новообразований, кри-
тическая ишемия стоп, тромбофлебит нижних конеч-
ностей, уровень HbA1c>10%, наличие ВИЧ-инфекции, 
туберкулеза, отсутствие информированного согласия. 
В  исследование поперечного среза в соответствии с 
общими критериями включения/невключения были 
включены 18 пациентов (10 женщин, 8 мужчин; меди-
ана возраста – 62,0 [52,0; 66,75] года; стаж диабета – 
18,0 [12,0; 23,75] лет), поступивших на стационарное 
лечение в центр критической ишемии конечностей и 
диабетической стопы в период с апреля по август 2025 
года. Пациенты были распределены на 2 группы: груп-
па с синдромом диабетической стопы и язвенным де-
фектом стоп: группа СДС (n=10; мужчин – 6; СД2 – 10); 
группа с нейроостеоартропатией  – группа НОА (n=8; 
мужчин – 1; СД2 – 7; СД1 – 1). В группу контроля вош-
ли здоровые волонтеры (n=12; мужчин  – 7; медиана 
возраста – 56,0 [47,75; 62,75] лет); критерии включе-
ния для данной группы: отсутствие соматических за-
болеваний, в том числе СД; критерии невключения: те 
же, что у пациентов с СД. Текущая терапия СД2 была 
представлена, согласно клиническим рекомендаци-
ям, пероральными сахароснижающими препаратами 
(групп бигуаниды, производные сульфонилмочевины, 
ингибиторы дипептидилпептидазы-4, ингибиторы на-
трийзависимого переносчика глюкозы 2 типа) и инсу-
линотерапией по принципу базис-болюс.

После разделения клеток крови методом центри-
фугирования в фиколл-верографиновом градиенте 
(ρ1=1,077; ρ2=1,105 г/мл) был проведен анализ соста-
ва фракций – мононуклеаров и гранулоцитов. Клеточ-
ные популяции дважды отмывали физиологическим 
раствором. Концентрацию клеток в суспензиях, при-
готовленных из каждой фракции, доводили до значе-
ния 5000 клеток. Препараты окрашивали по методу 
Романовского  – Гимзы. Исследование образцов осу-
ществляли на световом микроскопе, оснащенном им-
мерсионным объективом, при тысячекратном увели-
чении. Контроль качества выделения подтвердил, что 
во фракции гранулоцитов в группе контроля присут-
ствовали исключительно нейтрофильные лейкоциты. 

Изучали особенности формирования внеклеточных 
ловушек клетками, находящимися в слое мононукле-
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аров и в слое гранулоцитов, вне действия стимуля-
тора (спонтанный нетоз) и после 30 мин инкубации 
взвеси клеток с тромбином (индуцированный нетоз). 
Для индукции образования НВЛ использовали «Тром-
бин-реагент» из «Набора реагентов для определения 
тромбинового времени ПГ-9» (НПО «Ренам», Россия) 
с активностью тромбина в рабочем растворе 3 МЕ/мл. 
Соотношение стимулятора к объему стимулируемых 
клеток 1:10.

Для визуализации клеток и внеклеточных структур 
микропрепараты из фракций гранулоцитов и моно-
нуклеаров, приготовленные по методу «раздавлен-
ной капли», окрашивали интеркалирующим красите-
лем  – пропидия йодидом. Микроскопию проводили 
с использованием комбинированного освещения: 
флуоресценции от ртутной лампы, возбуждаемой в 
диапазоне 450–480 нм и регистрируемой выше 515 нм 
для детекции ДНК-позитивных объектов, и в проходя-
щем свете от галогеновой лампы для оценки общей 
морфологии клеток. В образцах гранулоцитарной 
фракции рассчитывали процентное содержание (от-
носительное количество) облаковидных и нитевид-
ных нейтрофильных внеклеточных ловушек (НВЛ) от-
носительно общего числа всех зарегистрированных 
объектов, к которым относили как люминесцентно-
позитивные структуры (НВЛ, клетки раннего нетоза, 
активированные нейтрофилы), так и люминесцентно-
негативные (интактные нейтрофилы). Аналогичный 
подсчет выполняли для фракции мононуклеарных 
клеток с той лишь разницей, что обнаруженные там 
нитевидные и облаковидные ДНК-содержащие струк-
туры идентифицировали как внеклеточные ловушки 
(ВЛ). Данная терминология связана с методическим 
ограничением, не позволяющим установить – проис-
ходят ли ВЛ от мононуклеаров или от нейтрофилов 
низкой плотности (рис. 1).

Концентрации цитруллинированного гистона 
H3 (CitH3), С-реактивного белка (СРБ) и интерлейки-
на-8 (IL-8) определяли в образцах сыворотки веноз-
ной крови, полученной в соответствии с актуальными 
требованиями к преаналитическому этапу лаборатор-
ного исследования. Для определения концентрации 
CitH3 использовали тест-систему Citrullinated Histone 
H3 (Clone 11D3) ELISA Kit (Cayman Сhemical, США). 
Для определения концентрации СРБ использовали 
высокочувствительный метод: тест-система «СРБ-
ИФА-БЕСТ высокочувствительный» («Вектор-Бест», 
Россия). Если концентрация СРБ в исследуемом об-
разце превышала 10 МЕ/л, то образец анализиро-

вали повторно после дополнительного разведения в 
10 раз, с последующим умножением полученных зна-
чений в этом образце на 10. IL-8 определяли при по-
мощи тест-системы «ИНТЕРЛЕЙКИН-8 – ИФА-БЕСТ» 
(Вектор-Бест, Россия). Результаты регистрирова-
ли на планшетном фотометре iMark (Bio-Rad, США). 
Определение аналитов проводили в полном соответ-
ствии с инструкциями производителей тест-систем.

Поскольку распределение всех анализируемых по-
казателей в сравниваемых группах существенно от-
клонялось от нормального, статистический анализ про-
водили с применением непараметрических методов. 
Данные представлены как медиана с указанием меж- 
квартильного диапазона (25-й и 75-й процентили). Для 
выявления статистически значимых различий между 
группами контроля, СДС и НОА был использован крите-
рий Краскела – Уоллиса с последующим попарным апо-
стериорным анализом (post hoc). При сравнении выбо-
рок между независимыми группами по качественным 
признакам использовали критерий χ2 с поправкой Йет-
са. Все расчеты выполняли в среде IBM SPSS Statistics 
23 и Statistica 10 (StatSoft Inc., США). Статистически 
значимыми считали различия при уровне p<0,05.

Результаты и обсуждение. Пациенты группы 
СДС в сравнении с группой НОА были старше по воз-
расту. По остальным характеристикам группы не раз-
личались (табл. 1). 

Следует отметить, что общая концепция патоге-
неза осложнений СД строится на роли хронического 
низкоинтенсивного воспаления, в условиях которо-
го активируются процессы формирования НВЛ (не-
тоз), системной гемокоагуляции, приводящие к де-
струкции тканей и микрососудистой окклюзии [4–7]. 
Однако в литературе не выделяются специфические 
особенности или биомаркеры нетоза, наблюдаемые 
исключительно при диабетической НОА. Кроме того, 
представляется обоснованной попытка использо-
вать тромбин в качестве стимулятора нетоза у таких 
больных, что является элементом научной новизны. 
Хроническое воспаление и гипергликемия при СД 
способствуют изменению функций нейтрофилов. 
У пациентов с СД анализ клеточного состава фракции 
мононуклеаров показал существенное увеличение 
процентного отношения нейтрофилов, доля кото-
рых достигала 15–30 % (рис. 2). В литературных ис-
точниках клетки с такой морфологией и плотностью 
идентифицируются как нейтрофилы низкой плотно-
сти (LDN  – low density neuthrophils), их появление в 
моноцитарном кольце является одним из маркеров 

дисрегуляции воспалитель-
ного процесса. У пациентов с 
СД2 наблюдается значитель-
ное повышение циркулирую-
щих LDN [4], которые обла-
дают большей способностью 
к формированию НВЛ [5, 6] и 
продукции провоспалитель-
ных цитокинов [8] в сравнении 
с нейтрофилами нормальной 
плотности. В противополож-
ность этой находке, в наблю-
даемой нами группе здоровых 
добровольцев уровень LDN 
оставался в пределах 1  %, 
что соотносится с опублико-
ванными ранее значениями 
нормального процентного от-
ношения LDN, которое не пре-
вышает 2 % от общей популя-
ции нейтрофилов [9, 10].

Рис. 1. Морфология клеток и внеклеточных ловушек в препаратах,  
выделенных из фракций гранулоцитов и мононуклеаров.

Примечание. Микрофотографии различных стадий активации нейтрофилов  
и формирования внеклеточных ловушек: люминесцентно-негативные – (a) интактные 

нейтрофилы; люминесцентно-позитивные – (b) активированные нейтрофилы;  
(c) клетки раннего нетоза; (d) облаковидные внеклеточные ловушки; 
(e) нитевидные внеклеточные ловушки. Окраска йодидом пропидия,  

визуализация люминесцентной микроскопией. Ув. ×600
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Таблица 1
Характеристика исследуемых групп

Показатель Группа СДС,
n=10

Группа НОА,
n=8

Уровень 	
значимости различий

Возраст, 	
Ме [Q1; Q3]

65,00
[62,50; 71,50]

51,50
[48,50; 59,00]

U 12,50; 	
р=0,016

Мужчин, абс 6 1 χ2 2,46; р=0,117
СД1, абс 0 1 χ2 0,44; р=0,506
ИМТ, кг/м2, 
Ме [Q1; Q3]

31,51
[26,13; 34,41]

31,94
[29,59; 35,63]

U 37.00; 	
р=0,824

Стаж СД, лет, 
Ме [Q1; Q3]

17,50
[12,00; 21,00]

21,00
[14,25; 26,50]

U 29,00; 	
р=0,351

Стаж диабетического поражения стоп, лет, 
Ме [Q1; Q3]

4,00
[4,00; 5,75]

6,50
[4,50; 13,50]

U 26,50; 	
р=0,248

Нейропатическая форма, абс 0 4 χ2 2,17; р=0,141
Нейроишемическая форма, абс 10 4 χ2 2,17; р=0,141
Д. ретинопатия, абс 6 5 χ2 0,14; р=0,705
Д. нефропатия, абс 8 8 χ2 0,01; р=0,921
Д. нейропатия, абс 10 8 χ2 0,36; р=0,549
АССЗ, абс 10 5 χ2 0,86; р=0,353
ГБ, абс 10 8 χ2 0,36; р=0,549
ХСН, абс 8 7 χ2 0,04; р=0,832
Поражение стоп одностороннее, абс 2 1 χ2 0,04; р=0,832
Малая ампутация в анамнезе, абс 5 3 χ2 0,00; р=0,958
Большая ампутация в анамнезе, абс 1 0 χ2 0,45; р=0,503
Индекс коморбидности 	
Чарлсона

4,00
[4,00; 4,00]

3,50
[3,00; 4,00]

U 23,00; 	
р=0,143

HbA1c, %, 	
Ме [Q1; Q3]

7,00
[6,65; 9,23]

7,40
[6,00; 8,85]

U 37,50; 	
р=0,859

Холестерин общий, ммоль/л, 	
Ме [Q1; Q3]

4,60
[3,33; 4,88]

3,60
[3,30; 4,33]

U 30,00; 	
р=0,399

Холестерин ЛПНП, ммоль/л, 	
Ме [Q1, Q3]

2,99
[1,84; 3,14]

2,17
[1,84; 2,69]

U 28,00; 	
р=0,307

ТГ, ммоль/л, 
Ме [Q1; Q3]

1,65 
[1,23; 1,80]

1,80
[1,45; 2,28]

U 30,50; 	
р=0,424

Холестерин ЛПВП, ммоль/л, 	
Ме [Q1; Q3]

1,03
[0,87; 1,10]

0,80
[0,74; 0,94]

U 18,50; 	
р=0,062

СОЭ, мм/ч, 
Ме [Q1; Q3]

49,00
[29,75; 54,50]

37,00
[28,75; 58,00]

U 38,00; 	
р=0,894

Лейкоциты, абс х 109/л, 
Ме [Q1; Q3]

9,05
[8,53; 10,18]

7,65
[6,05; 9,38]

U 27,50; 	
р=0,286

Hb, г/л, 	
Ме [Q1; Q3]

116,00
[99,50; 118,00]

94,50
[86,25; 112,25]

U 21,00; 	
р=0,100

Тромбоциты, абс х 109/л, 
Ме [Q1; Q3]

255,00
[243,50; 290,50]

246,00
[227,00; 283,25]

U 34,00; 	
р=0,625

Примечание: АССЗ – атеросклеротические сердечно-сосудистые заболевания, ГБ – гипертоническая болезнь; ХСН – хро-
ническая сердечная недостаточность; ТГ – триглицериды; ЛПНП – липопротеины низкой плотности; ЛПВП – липопротеины 
высокой плотности.

При микроскопии нативных микропрепаратов, при-
готовленных из фракции мононуклеарных клеток без 
дополнительной стимуляции, в группах СДС и НОА 
визуализировались структуры, соответствующие об-
лаковидным и нитевидным внеклеточным ловушкам, 
что свидетельствует о спонтанной активации клеток 
фракции мононуклеаров (рис. 3). В группе контроля 
спонтанное формирование внеклеточных ловушек 
в моноцитарной фракции не наблюдалось. Облако-
видные внеклеточные ловушки чаще обнаруживались 
как в группе НОА, так и в группе СДС по сравнению с 
контролем (p Kruskal – Wallis = 0,0113; post hoc: для 
НОА p=0,0252; для СДС p=0,0463). Относительное 
количество нитевидных внеклеточных ловушек, сфор-
мировавшихся в процессе спонтанного нетоза, было 

Рис. 2. Нейтрофилы низкой плотности (LDN) в составе 
фракции мононуклеаров у пациента с СД2, осложненным 
диабетической стопой и нейроостеоартропатией Шарко. 

Окраска по Романовскому – Гимзе. Ув. ×600



МЕДИЦИНСКИЙ ВЕСТНИК СЕВЕРНОГО КАВКАЗА 
2025. Т. 20. № 4

Medical news of north caucasus
2025. Vоl. 20. Iss. 4

317

выше и в группе СДС, и в группе 
НОА по сравнению с контролем 
(p Kruskal  – Wallis = 0,0020; post 
hoc: для СДС p=0,0103, для НОА 
p=0,0021) (рис. 3).

Образование внеклеточных 
ловушек во фракции мононукле-
аров можно рассматривать в кон-
тексте процесса этоза, поскольку 
их источником, вероятно, наряду 
с нейтрофилами низкой плотно-
сти, могут выступать моноциты 
(MoETs) [11]. Методология ис-
следования не позволяет опре-
делить источник происхождения 
внеклеточных ловушек в моно-
цитарной фракции. Тем не менее 
выявленные различия в спонтан-
ном образовании внеклеточных 
ловушек в моноцитарной фрак-
ции демонстрируют усиление 
провоспалительного потенциала 
клеток, которые находятся в мо-
ноцитарном кольце, у пациентов 
как с СДС, так и с НОА.

Анализ нестимулированных 
клеток фракции гранулоцитов не 
выявил значимых межгрупповых 
различий в количестве облако-
видных внеклеточных ловушек  
(p Kruskal – Wallis = 0,1662). 
Однако формирование ните-
видных НВЛ в группе СДС пре-
вышало значения в контроле  
(p Kruskal  – Wallis = 0,0158; post 

hoc: p=0,0146) (рис. 3). В группе 
НОА межквартильный размах от-
носительного количества ните-
видных ловушек был значительно 
выше наблюдаемого в контроле, 
однако апостериорный анализ не 
подтвердил статистической зна-
чимости различий. Разброс ко-
личества нитевидных НВЛ фрак-
ции гранулоцитов у пациентов из 
группы НОА позволяет предполо-
жить существование клинически 
значимых фенотипов воспаления 
в рамках НОА, требующих даль-
нейшего стратифицированного 
анализа.

Воздействие тромбина на мо-
нонуклеарную фракцию, выделен-
ную из крови здоровых доноров 
(группа контроля), не вызывало 
значимой активации клеток: ко-
личество как облаковидных, так 
и нитевидных внеклеточных ло-
вушек было единичным и не пре-
вышало 1  % (рис. 4). Напротив, в 
образцах пациентов с НОА воз-
действие тромбина приводило 
к статистически значимому уве-
личению доли как облаковидных 
ВЛ (p Kruskal  – Wallis = 0,0113; 
post hoc: p=0,0122), так и ните-
видных ВЛ (p Kruskal – Wallis =  
0,0017; post hoc: p=0,0013). 
При этом в группе НОА клет-

Рис. 3. Относительное количество внеклеточных ловушек  
в нативном микропрепарате (спонтанный нетоз) клеток  

мононуклеарной и гранулоцитарной фракций: 
Контроль – здоровые волонтеры; СДС – пациенты с синдромом  

диабетической стопы; НОА – пациенты с нейроостеоартропатией.  
Данные представлены в виде Me [Q1; Q3]

Рис. 4. Относительное количество внеклеточных ловушек в микропрепарате клеток 
мононуклеарной и гранулоцитарной фракций после 30 мин инкубации  

с тромбином (индуцированный нетоз):
Контроль – здоровые волонтеры; СДС – пациенты с синдромом  

диабетической стопы; НОА – пациенты с нейроостеоартропатией.  
Данные представлены в виде Me [Q1; Q3]
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ки мононуклеарной фракции (LDN и, возможно, 
моноциты) чаще формировали нитевидные ВЛ по 
сравнению с группой СДС (post hoc: p=0,0230),  
что свидетельствует о повышенной способности к не-
тозу данных клеток в ответ на стимуляцию тромбином 
(рис. 4).

Нейтрофилы нормальной плотности из фракции 
гранулоцитов в группе НОА в ответ на стимуляцию 
тромбином активно формировали облаковидные 
НВЛ, демонстрируя статистически значимое увели-
чение доли ловушек данного типа относительно кон-
троля (p  Kruskal  – Wallis = 0,0097; 
post hoc: p=0,0081). В  группе СДС 
аналогичная тенденция к увеличе-
нию не достигала статистической 
значимости. Анализ фракции гра-
нулоцитов также выявил тенден-
цию к увеличению способности к 
формированию нитевидных НВЛ 
как в группе НОА, так и в группе 
СДС, однако статистической зна-
чимости межгрупповые различия 
также не достигали. Таким обра-
зом, наиболее выраженная чув-
ствительность к стимуляции тром-
бином была характерна именно 
для клеток фракции моноцитов 
(LDN и, возможно, моноциты) в 
группе НОА с большей их способ-
ностью к формированию ВЛ ните-
видного типа. Выраженное обра-
зование ex vivo облаковидных ВЛ 
нейтрофилами низкой и нормаль-
ной плотности в ответ на актива-
цию тромбином также представляет собой отличи-
тельную особенность группы НОА. 

Известно, что неконтролируемое высвобождение 
внеклеточных ловушек способствует повреждению 
тканей. ВЛ действуют напрямую как повреждающие 
молекулярные паттерны (DAMPs), а также косвенно  – 
стимулируя местное воспаление, повышая циркули-
рующие IL-6, IL-8, СРБ [4], это приводит к замедлению 
процессов заживления [7] и усугублению деструкции 
костей и суставов при развитии НОА [2]. Процесс об-
разования ВЛ запускается через синтез активных 
форм кислорода, образующихся при участии фермен-
тов NADPH-оксидазы и пептидиларгининдеиминазы 
4  типа (PAD4). PAD4 вызывает цитруллинирование 
гистонов, в том числе H3 (citH3) [12]. Повышение экс-
прессии гена PAD4 (PADI4) иногда связывается с ри-
ском замедленного заживления ран и инфицирования 
у пациентов с СД [13]. Уровни цитруллинированного 
гистона H3 отрицательно коррелируют с потенциалом 
спонтанного заживления язв при наличии СДС, будучи 
связаны с повышенной частотой ампутаций [14].

В нашем наблюдении уровень цитруллини-
рованного гистона H3 (CitH3), одного из мар-
керов состоявшегося нетоза [15], коррелирую- 
щий со способностью к образованию нитевид-
ных НВЛ [16], статистически значимо различал-
ся между исследуемыми группами (p<0,0001) 
(табл. 2). Медианная концентрация CitH3 была 
в 3,0 раза выше в группе СДС (p=0,0059) и в  
5,7 раза – в группе НОА (p=0,0009; табл. 2) в сравне-
нии с контролем. 

Концентрация СРБ также различалась между 
контролем и группами СДС, НОА (p<0,0001). Ме-
дианный уровень СРБ по сравнению с группой 
здоровых был существенно повышен как в груп-
пе СДС (в 5,7 раза, p=0,0018), так и в группе НОА (в 

9,4  раза, p=0,0003; табл. 2). При этом между груп-
пами СДС и НОА статистически значимой разницы 
выявлено не было (p=0,1939). Известно, что СРБ 
выступает не только в качестве неспецифического 
маркера системного воспаления, но и может ока-
зывать непосредственное воздействие на нейтро-
филы, стимулируя нетоз [17], а его удаление из 
плазмы, напротив, снижает способность нейтро-
филов к образованию НВЛ, что было показано на 
когорте больных СД2 с кардиоваскулярной патоло- 
гией [18].

Статистический анализ уровня IL-8, значимого 
хемоаттрактанта нейтрофилов и регулятора нето-
за [19], показал статистическую значимость раз-
личий (p=0,0477) между группами контроля, СДС и 
НОА (табл. 2). Медианная концентрация IL-8 была в 
3,3  раза выше в группе СДС (p=0,0463) и в 4,4  раза 
выше в группе НОА (p=0,0308), в сравнении с группой 
контроля. Уровень IL-8 значимо не различался меж-
ду группами СДС и НОА, что указывает на неспеци- 
фичность повышения его концентрации в крови у па-
циентов с различными вариантами диабетического 
поражения стоп.

Следует отметить, что цитруллинированный  
гистон является лишь маркером экструзии ВЛ,  
тогда как сама ВЛ содержит протеазы, такие как 
нейтрофильная эластаза и протеиназа-3, способ-
ствующие деградации внеклеточного матрикса. 
LDN у пациентов с СД2 демонстрируют повышен-
ную адгезию к внеклеточному матриксу через CD18, 
что является механизмом локального тканевого  
повреждения [4]. Кроме того, внеклеточные ло- 
вушки являются критическим компонентом про-
цесса иммунотромбоза, который ведет к микро-
сосудистой окклюзии и ишемии: внеклеточные ло-
вушки при этом служат структурным каркасом для 
тромбообразования [20], активируя коагуляцию 
через высвобождение протромботических компо-
нентов, включая гистоны [12], тканевой фактор [20] 
и фактор фон Виллебранда [4] и устраняя антико-
агулянтный контроль [12]. Ключевые протеиназы  – 
тромбин и плазмин связываются с ДНК внеклеточ-
ных ловушек, модулируя их состав посредством 
протеолиза гистонов, нейтрофильной эластазы 
[21] и, вероятно, влияя на процесс гемокоагуля-
ции. Ранее была показана роль LDN в иммунотром-
бозе: LDN оказались способны к формированию  

Таблица 2 
Концентрация CitH3, СРБ и IL-8 в сыворотке крови здоровых  

и больных СДС и нейроостеоартропатией, Me [Q1; Q3]

Группа CitH3, нг/мл СРБ, МЕ/л IL-8, пг/мл

Контроль 
(n=12)

1,23
[0,85; 1,53]

1,73
[1,36; 2,89]

2,55
[0,38; 5,34]

СДС 
(n=10)

4,91
[2,20; 8,97]

11,16
[8,42; 18,58]

10,91
[6,73; 16,39]

НОА (n=8) 8,29
[5,06; 14,62]

18,01
[16,49; 20,76]

13,68
[3,12; 15,77]

Уровень значимости р

p<0,0001*
p Контроль–СДС=0,0059**
p Контроль–НОА=0,0009**
p СДС–НОА=0,3531**

p<0,0001*
p Контроль–СДС=0,0018**
p Контроль–НОА=0,0003**
p СДС–НОА=0,1939**

p=0,0477*
p Контроль–СДС=0,0463**
p Контроль–НОА=0,0308**
p СДС–НОА=0,9273**

Примечание: *  – по критерию Краскела  – Уоллиса; **  – апостериорное 
сравнение (post hoc).
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LDN-тромбоцитарных агрегатов [5], которые уси-
ливают нетоз и риск тромботической микрососуди-
стой окклюзии [4].

Значительное повышение у пациентов с НОА 
уровня IL-8, являющегося мощным хемоаттрактан-
том, указывает на интенсивный хемотаксис нейтро-
филов в очаг поражения. Косвенным подтверждени-
ем вовлечения нейтрофилов в патогенез НОА может 
служить выявление значительной доли нейтрофилов 
низкой плотности, которые при стимуляции тромби-
ном ex vivo демонстрировали повышенную способ-
ность к формированию нитевидных и облаковидных 
ВЛ. Возможно, данный процесс протекает при взаи-
модействии с моноцитами и даже путем формирова-
ния ими ВЛ. С другой стороны, нейтрофилы низкой 
и нормальной плотности в группе НОА при стимуля-
ции тромбином активно формировали облаковидные 
НВЛ, которые ассоциируются с преобладанием по-
вреждающих эффектов нетоза над защитными, что 
характерно для иммунопатологических процессов 
[22]. Полученные данные позволяют предположить, 
что при НОА происходит массовая эмиграция ней-
трофилов, в том числе гиперреактивных нейтрофи-
лов низкой плотности, в ткани стопы, где их деста-
билизация и активный нетоз могут непосредственно 
участвовать в повреждении костно-суставных струк-
тур и формировании характерной деструкции. Дан-
ное предположение находит прямое подтверждение 
в значимом повышении уровня маркера состоявше-
гося нетоза  – цитруллинированного гистона H3, что 
свидетельствует о выраженном процессе формиро-
вания нейтрофильных внеклеточных ловушек in vivo у 
пациентов с НОА.

Следует также отметить имеющиеся методоло-
гические ограничения настоящего исследования, 
связанные с относительно небольшим объемом вы-
борки (n=18). Формирование когорты в условиях од-
ного лечебного учреждения за ограниченный период 
времени, а также сравнительная редкость такого ос-
ложнения, как диабетическая нейроостеоартропа-
тия (стопа Шарко), не позволили достичь большего 
числа наблюдений. Данное обстоятельство могло 
повлиять на статистическую значимость анализа, 
повышая риск ошибок второго рода, когда реально 
существующие различия между подгруппами, в част-
ности между пациентами с СДС и НОА, не достигали 
порога статистической значимости. Малый объем 
выборки ограничил возможность проведения стра-

тифицированного анализа с учетом потенциально 
значимых клинико-демографических факторов, та-
ких как пол, длительность течения диабета, особен-
ности сахароснижающей терапии. На это указывает 
и обнаруженный разброс значений относительного 
количества нитевидных ловушек у больных с НОА, 
что, вероятно, отражает клиническую гетероген-
ность данной группы. Таким образом, несмотря на 
статистическую значимость основных выявленных 
межгрупповых различий, полученные данные следу-
ет экстраполировать на генеральную совокупность с 
определенной долей осторожности.

Заключение. В результате исследования уста-
новлено, что группа больных НОА имеет уникальные 
иммунологические характеристики, существенно от-
личающие ее от группы контроля и проявляющиеся в 
повышенной способности к формированию внекле-
точных ловушек нейтрофилами низкой плотности как 
спонтанно, так и в условиях воздействия внешнего 
стимулятора  – тромбина. В последнем случае от-
мечены отличия группы НОА также от группы СДС. 
Эти иммунологические характеристики соответ-
ствуют общей картине воспалительного процесса 
(более высоким уровням маркера острофазового 
ответа СРБ, маркера состоявшегося нетоза в тка-
нях – citH3, а также хемоаттрактанта нейтрофилов –  
IL-8). 

Высокая способность нейтрофилов и, возмож-
но, моноцитов к формированию внеклеточных ло-
вушек в группе НОА с клинической точки зрения, 
вероятно, следует рассматривать как негативный 
феномен, отражающий не только выраженность 
уже сформированного патологического состояния, 
но и потенциал дальнейшего прогрессирования с 
присоединением других патогенетических механиз-
мов. Формирование облаковидных внеклеточных 
ловушек в значительных количествах указывает на 
потенциальные риски развития иммунопатологии 
именно у больных НОА. При этом ответ нейтро-
фильных лейкоцитов на стимуляцию тромбином мо-
жет оцениваться как потенциальный маркер риска 
иммунотромбоза.

Авторы заявляют об отсутствии конфликта ин-
тересов. 
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