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Резюме

Введение. Исследования свидетельствуют о связи между повышением концентрации внеклеточной ДНК (вкДНК) и хи- 
миотерапией, при этом большинство из них сосредоточены на опухоли как источнике вкДНК. Повышенная концентрация 
вкДНК, наблюдаемая у пациентов на фоне химиотерапии, может быть связана с нетозом, так как вкДНК при раке по своим 
характеристикам сходна с внеклеточными ловушками нейтрофилов (англ. neutrophil extracellular traps, NETs). 

Цель: оценка маркеров нетоза при хирургическом лечении и адьювантной химиотерапии пациенток со злокачественными 
новообразованиями женской репродуктивной системы. 

Материалы и методы. В проспективном нерандомизированном интервенционном контролируемом исследовании приняли 
участие 111 пациенток со злокачественными заболеваниями молочных желез и женских половых органов различных 
локализаций и стадий, госпитализированных с целью проведения планового оперативного лечения или курса химиотера-
пии. В контрольную группу вошли 33 здоровые женщины. Оперативному лечению подверглись 69 пациенток. Адъювантная 
химиотерапия с паклитакселом и карбоплатином проведена 25 пациенткам подгруппы «рак яичников» и 17 пациенткам 
подгруппы «рак молочной железы». В качестве биомаркеров нетоза были выбраны цитруллинированный гистон H3 (англ. 
citrullinated histone H3, citH3) и миелопероксидаза (англ. myeloperoxidase, MPO). Эти маркеры отличают NETs от другой 
вкДНК, полученной из опухоли, что повышает информативность исследования. Концентрацию маркеров нетоза оценивали 
дважды – до операции или начала курса химиотерапии при поступлении пациенток в отделение и через 14 дней после 
операции или через 14 дней после второго курса химиотерапии.

Результаты. У всех пациенток концентрации маркеров нетоза до начала терапии были достоверно повышены по сравне-
нию с контрольной группой (р = 0,0001), также как и через 14 дней после оперативного лечения (р = 0,0001) или после 
второго курса химиотерапии (р = 0,0001). Однако у прооперированных пациенток не было выявлено значимого повышения 
концентрации маркеров нетоза после операции по сравнению с дооперационными значениями. При этом у пациенток, 
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Abstract

Introduction. Studies evidence about a relation between increased circulating free DNA (cfDNA) concentrations and chemotherapy, 
the majority of which have been focused on considering a tumor as a source of cfDNA. It has been suggested that neutrophils also 
contribute to this process, as cancer-related cfDNA characteristics resemble those of neutrophil extracellular traps (NETs). 
Therefore, the elevated concentration of cfDNA observed in chemotherapy patients may be associated with NETosis.

Aim: assessment of NETosis markers in surgical treatment and adjuvant chemotherapy of patients with malignant neoplasms of the 
female reproductive system.

Materials and Methods. A prospective non-randomized interventional controlled study was carried out by enrolling 111 patients 
with malignant breast diseases and female genital organs of various localizations and stages hospitalized for elective surgical 
treatment or chemotherapy course. The control group included 33 healthy women. 69 patients underwent surgical treatment. 
Adjuvant chemotherapy with paclitaxel and carboplatin was performed in 25 patients with ovarian cancer and 17 patients with 
breast cancer. In cancer patients, citrullinated histone H3 (citH3) and myeloperoxidase (MPO) were chosen as NETosis biomarkers 
allowing to distinguish NETs from other tumor-derived cfDNA thereby improving quality of research study. The concentration of 
NETosis markers was assessed before surgery or onset of chemotherapy upon admission to hospital and 14 days after surgery or 
14 days after the second course of chemotherapy.

Results. In all patients, the concentrations of NETosis markers before the start of therapy were significantly increased compared to 
the control group as well as 14 days after surgical treatment and 14 days after the second course of chemotherapy. However, in 
surgical patients, no significantly increased concentration of NETosis markers post- vs. pre-surgery magnitude was observed. 
Upon that, patients underwent 2 courses of chemotherapy vs. baseline level were found to have significantly elevated magnitude 
of NETosis markers.

Conclusion. The study revealed the relationship between administration of paclitaxel-containing chemotherapy in patients with 
ovarian cancer and breast cancer and a rise in NETs level. Chemotherapy is an essential component for management of patients 

Слуханчук Е.В., Бицадзе В.О., Солопова А.Г., Хизроева Д.Х., Гри Ж.-К., Элалами И., Дегтярева Н.Д., Гилева М.А., 
Самбурова Н.В., Щербаков Д.В., Якубова Ф.Э., Зелепухина М.Е., Блинов Д.В., Макацария А.Д.

прошедших 2 курса химиотерапии, было установлено достоверное повышение маркеров нетоза по сравнению с исход-
ными значениями.

Заключение. Проведенное исследование выявило взаимосвязь между использованием паклитаксел-содержащей химио-
терапии и ростом концентрации NETs у пациенток подгрупп «рак яичников» и «рак молочной железы». Химиотерапия 
является важнейшими компонентом ведения пациентов со злокачественными новообразованиями женской репродуктив-
ной системы, поэтому разработка новых стратегий для снижения риска тромбоза и резистентности к ней имеет жизненно 
важное значение. 

Ключевые слова: рак, химиотерапия, внеклеточные ловушки нейтрофилов, NETs, тромбоз, резистентность к терапии

Для цитирования: Слуханчук Е.В., Бицадзе В.О., Солопова А.Г., Хизроева Д.Х., Гри Ж.-К., Элалами И., Дегтярева Н.Д., 
Гилева М.А., Самбурова Н.В., Щербаков Д.В., Якубова Ф.Э., Зелепухина М.Е., Блинов Д.В., Макацария А.Д. Маркеры внекле-
точных ловушек нейтрофилов у женщин со злокачественными новообразованиями репродуктивной системы, получавших 
хирургическое лечение и адъювантную химиотерапию. Акушерство, Гинекология и Репродукция. 2023;17(4):420–432. 
https://doi.org/10.17749/2313-7347/ob.gyn.rep.2023.432.
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Введение / Introduction

Тромбоз на фоне химиотерапии является частым 
осложнением у онкологических больных. Риск тром-
ботических осложнений при этом в 5–7 раз повышен 
по сравнению со здоровыми людьми. Частота тром-
боза зависит от стадии заболевания и используемых 
химиотерапевтических препаратов. О связи между 
раком, химиотерапией и  тромбозом известно дав-
но, однако молекулярные механизмы, с  помощью 
которых химиотерапевтические агенты способству-
ют тромбозу, до конца не изучены. Потенциальные 
механизмы, с  помощью которых химиотерапия спо-
собствует гиперкоагуляции, включают повышение 
прокоагулянтной активности тканевого фактора, ак-
тивацию тромбоцитов [1], повышение концентраций 
фосфатидилсерина, микрочастиц [2] и внеклеточной 
ДНК (вкДНК) [3].

В большинстве исследований циркулирующая ДНК 
изучалась в  контексте скрининга рака, опухолевой 
нагрузки и  оценки метастазирования; количествен-
ные изменения использовались для улучшения диа- 
гностики и  мониторинга ответа на противоопухо-
левую терапию [4]. При раке легкого концентрация 
ДНК в плазме повышена по сравнению со здоровыми 
людьми и  еще больше повышена после химиотера-
пии [5]. В недавно проведенных исследованиях было 
продемонстрировано, что химиотерапия может уве-
личить количество циркулирующей ДНК у  онкологи-

ческих больных с последующей гиперкоагуляцией [6].
Исследования, изучающие связь между противо-

опухолевой терапией и  циркулирующими внекле-
точными ловушками нейтрофилов (англ. neutrophil 
extracellular traps, NETs), остаются скудными. Неко-
торые исследования свидетельствуют о связи между 
повышением концентрации вкДНК и  устойчивостью 
к  химиотерапии. Источником вкДНК при этом могут 
быть нейтрофилы. Ранее концентрация вкДНК пред-
лагалась для прогнозирования прогрессирования рака 
и терапевтического эффекта [7]. S. Holdenrieder с со-
авт. изучали содержание циркулирующей ДНК и  гис- 
тонов в  качестве биомаркеров ответа на химиотера-
пию у пациентов с диагнозом немелкоклеточного рака 
легкого III или IV стадии. Их исследование показало, 
что хороший ответ на терапию коррелировал с более 
низкими концентрациями компонентов NETs [8]. 

Большинство исследований сосредоточены на опу-
холи как доминирующем источнике вкДНК. Недавно 
выдвинуто предположение о  том, что нейтрофилы 
также вносят свой вклад в рост концентрации вкДНК 
[7]. Исследования показали, что вкДНК при раке по 
своим характеристикам сходна с  NETs [9]. Следова-
тельно, повышенная концентрация вкДНК, наблюдае-
мая у пациентов с резистентностью к лечению, может 
быть частично связана с нетозом. 

Воспаление признано ключевым компонентом па-
тофизиологии рака [10]. Оркестр из иммунных клеток 
участвует в инвазии, росте и распространении клеток 

with malignant neoplasms of the female reproductive system, therefore, development of new strategies to lower a risk of thrombosis 
and resistance to it is of crucial importance.

Keywords: cancer, chemotherapy, neutrophil extracellular traps, NETs, thrombosis, resistance to therapy
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Маркеры внеклеточных ловушек нейтрофилов у женщин со злокачественными новообразованиями  
репродуктивной системы, получавших хирургическое лечение и адъювантную терапию

Основные моменты

Что уже известно об этой теме?

► �Циркулирующая внеклеточная ДНК у онкологических 
пациентов при повышенных ее концентрациях снижает 
эффективность проводимой химиотерапии.  

► �Источником внеклеточной ДНК у онкологических пациен-
тов принято считать саму опухоль.

Что нового дает статья?

► �Представлены результаты обследования пациенток со 
злокачественными заболеваниями женской репродуктивной 
системы, которые показывают, что значительный вклад 
в циркуляцию внеклеточной ДНК при раке вносит нетоз.

Как это может повлиять на клиническую практику 
в обозримом будущем?
► �Внеклеточные ловушки нейтрофилов (NETs) потенциально 

могут выступать новыми мишенями для разрабатываемой 
терапии, которая позволит улучшить исходы и прогноз 
у онкологических пациентов.

Highlights

What is already known about this subject?

► �Elevated concentrations of circulating extracellular DNA in 
cancer patients reduces the effectiveness of ongoing 
chemotherapy.

► �The source of extracellular DNA in cancer patients is considered 
to be tumor-derived.

What are the new findings?

► �The paper presents the data of examining patients with 
malignant diseases of the female reproductive systems 
howing that NETosis prominently contribute to the circulation 
of extracellular DNA in cancer.

How might it impact on clinical practice in the foreseeable 
future?
► �Neutrophil extracellular traps (NETs) may be potentially 

considered a new targets for emerging therapies that could 
improve outcomes and prognosis in cancer patients.
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Нейтрофил
Neutrophil

ДНК / DNA

Гистоны / Histones

PAD4

G-CSF

Опухолевая ткань
Tumor tissue

Химиотерапия
Chemotherapy

Тромбоз
Thrombosis

Активация гемостаза
Hemostasis activation

Резистентность к химиотерапии
Chemotherapy resistance
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Самбурова Н.В., Щербаков Д.В., Якубова Ф.Э., Зелепухина М.Е., Блинов Д.В., Макацария А.Д.

опухоли [11]. В прогрессии опухоли и  метастазиро-
вании нейтрофилы принимают активное участие, что 
дает возможность рассматривать их и их производные 
(NETs) как потенциальные терапевтические мишени 
[12]. После открытия NETs оказалось, что их роль бо-
лее сложна, чем первоначально предполагалось [13]. 
В процессе синтеза NETs, называемым нетозом, ней-
трофилы вытесняют сети деконденсированного хро-
матина, украшенного гистонами [7]. Опухолевая ткань 
выделяет гранулоцитарный колониестимулирующий 
фактор (англ. granulocyte colony-stimulating factor, 
G-CSF), запускающий нетоз (рис. 1) [6]. Классический 
суицидальный нетоз завершается лизисом нейтрофи-
ла. Существует и другой, нелитический, витальный не-
тоз [14]. В составе NETs участвуют различные гистоны, 
способствующие прогрессии рака и  резистентности 
к  терапии [15], такие как эластаза, катепсин G (англ. 
cathepsin G, CG) и  матриксная металлопротеиназа-9 
(англ. matrix metalloproteinase-9, MMP-9) [16]. 

В исследованиях было показано, что химиотера-
певтические препараты рака молочной железы инду-
цируют образование NETs. Для их формирования тре-
буется продукция активных форм кислорода (АФК), 
поскольку у  пациентов с  мутациями NADPH-оксида-
зы, которые нарушают выработку АФК, не образуются 
сети [17]. 

Опухоль-ассоциированные нейтрофилы (ОАН) яв-
ляются важными компонентами микроокружения 

опухоли, которое в  формировании резистентности 
к  противоопухолевой терапии играет центральную 
роль [18]. Нейтрофилы продуцируют цитокины и хе-
мокины, способствующие выживанию опухолевых 
клеток, подавляя тем самым ответ на терапию [19]. 
Данное утверждение подтверждают клинические 
данные, демонстрирующие лучший терапевтический 
ответ и  прогноз у  пациентов с  легкой нейтропенией 
на фоне химиотерапии [20]. Подавление ОАН может 
улучшать ответ на химиотерапию независимо от дру-
гих искажающих факторов. Связь между нейтропе-
нией и хорошим прогнозом сначала рассматривалась 
как совпадение. В настоящее время считается, что 
нейтропения является маркером достаточной тера-
певтической дозы и  свидетельствует о  присутствии 
ОАН-зависимых механизмов резистентности [21]. 
Причастность нейтрофилов к  формированию рези-
стентности к терапии хорошо описана, в связи с чем 
вызывает интерес к нетозу как механизму резистент-
ности [22].

В центре внимания нашего исследования нахо-
дился эффект карбоплатина и  паклитаксела на ак-
тивность процессов нетоза. Нами была предприня-
та попытка показать, действительно ли данные хи-
миотерапевтические препараты индуцируют высво-
бождение NETs у  онкогинекологических пациенток. 
В  качестве биомаркеров нетоза у  онкогинекологиче-
ских пациенток на фоне химиотерапии были выбраны  

Рисунок 1. Химиотерапия и внеклеточные ловушки нейтрофилов (NETs) [рисунок авторов].
Примечание: PAD4 – пептидил-аргинин деиминаза 4; G-CSF – гранулоцитарный колониестимулирующий фактор; «+» – активация и усиление процесса; 
«–» – подавление процесса, снижение эффекта. 

Figure 1. Chemotherapy and neutrophil extracellular traps (NETs) [drawn by authors].
Note: PAD4 – peptidyl-arginine deiminase 4; G-CSF – granulocyte colony-stimulating factor; «+» – process activation and enhancement; «–» – process 
suppression, lowered effect.
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цитруллинированный гистон H3 (англ. citrullinated 
histone H3, citH3) и  миелопероксидаза (англ. 
myeloperoxidase, MPO). Эти маркеры отличают NETs 
от вкДНК, полученной из опухоли, что повышает ин-
формативность исследования.

Цель: оценка маркеров нетоза при хирургическом 
лечении и  адьювантной химиотерапии пациенток со 
злокачественными новообразованиями женской ре-
продуктивной системы.

Материалы и методы / Materials 
and Мethods

Дизайн исследования / Study design
В проспективном нерандомизированном интервен-

ционном контролируемом исследовании участвова-
ли 144 женщины: 111 пациенток в возрасте от 34 лет 
до 72 лет, госпитализированных с целью проведения 
планового оперативного лечения или курса химио-
терапии в  Университетскую клиническую больницу 
№ 4 Сеченовского Университета и  ФГБНУ РНЦХ им. 
акад. Б.В. Петровского (основная группа), и 33 услов-
но здоровых сотрудниц баз проводимого исследова-
ния в возрасте от 32 до 68 лет, которые вошли в кон-
трольную группу. 

Критерии включения и исключения / Inclusion 
and exclusion criteria

Критерии включения (основная группа): возраст 
18 лет и старше; диагноз при поступлении – злокаче-
ственные новообразования тела матки, яичников, мо-
лочных желез, шейки матки; согласие на исследова-
ние и подписание информированного добровольного 
согласия.

Критерии включения (контрольная группа): воз-
раст 18 лет и старше; отсутствие воспалительных, он-
кологических заболеваний, тромбозов и тромбоэмбо-
лий; согласие на участие в исследовании и подписан-
ное информированное добровольное согласие.

Критерии исключения (для обеих групп): возраст 
до 18 лет; на момент отбора образца плазмы актив-
ный инфекционно-воспалительный процесс; тяжелое 
течение и обострение сердечно-сосудистых заболева-
ний; декомпенсация сахарного диабета; обострение 
хронических заболеваний почек и печени; сопутству-
ющие другие онкологические заболевания; тромбо-
эмболические осложнения, прием антикоагулянтов 
и  антиагрегантов; коагулопатии и  тромбоцитопатии; 
тромботический или геморрагический синдром; отказ 
от участия в исследовании. 

Группы обследованных / Patients groups
Основную группу составили 111 пациенток со зло-

качественными заболеваниями женских половых ор-
ганов и молочных желез на различных стадиях: рак 
тела матки (подгруппа 1; n = 25), рак яичников (под-

группа 2; n = 36), рак шейки матки – аденокарцинома 
цервикального канала (подгруппа 3; n = 17), рак мо-
лочной железы (подгруппа 4; n = 33). Контрольную 
группу составили 33 здоровые женщины.

Оперативному лечению подверглись 69 пациенток: 
25 в подгруппе 1 (рак тела матки), 11 в подгруппе 2 
(рак яичников), 17 в подгруппе 3 (рак шейки матки), 
16 в подгруппе 4 (рак молочной железы). 

Для проведения адъювантной химиотерапии гос- 
питализировано 25 пациенток подгруппы 1 (рак тела 
матки) и  17 пациенток подгруппы 4 (рак молочной 
железы). Пациенткам с  раком тела матки химиоте-
рапия проводилась по схеме: паклитаксел 175 мг/м2 

внутривенно 3 часа в 1 день и карбоплатин AUC 6 внут- 
ривенно 1 час в 1 день 21-дневного курса. Женщинам 
из подгруппы «рак молочной железы» химиотерапия 
проводилась в различных режимах в зависимости от 
принадлежности опухоли к  одному из молекулярно- 
биологических подтипов и стадии заболевания. В ис-
следование были включены пациентки, в  состав хи-
миотерапии у которых входил паклитаксел.

Методы исследования / Study methods
Образцы плазмы у  обследованных женщин полу-

чали путем венепункции: у онкогинекологических па-
циенток первый раз – до оперативного лечения, до 
профилактического назначения антикоагулянтов, до 
начала курса химиотерапии при поступлении паци-
ентки в отделение, второй раз – через 14 дней после 
операции или через 14 дней после второго курса хи-
миотерапии и хранили после центрифугирования при 
температуре –80° С. Отбор крови натощак сухой сте-
рильной иглой из локтевой вены производили в плас- 
тиковую пробирку с  антикоагулянтом – 3,8  % трех-
замещенным цитратом натрия в  соотношении 9:1. 
У женщин контрольной группы образцы плазмы отби-
рали однократно в  момент профилактического еже-
годного осмотра.

Определение маркеров нетоза / Assessing NETosis 
markers

Набор для иммуноферментного анализа (ИФА) 
MPO, Human, ELISA kit (Hycult Biotech, Нидерлан-
ды) использовали для определения концентрации 
в плазме крови антигена миелопероксидазы человека 
(MПO:Aг). Нормальный референтный уровень МПО:Аг 
составляет 2,56 ± 0,33 нг/мл. С помощью набора 
для ИФА Citrullinated Histone H3 ELISA Kit (Cayman 
Chemical, AnnArbor, США) проводили определение 
в плазме крови citH3.

Этические аспекты / Ethical aspects
В исследовании были соблюдены требования 

Хельсинской декларации. После получения исчерпы-
вающей информации участницы исследования под-
писали информированное согласие. Исследование 

Маркеры внеклеточных ловушек нейтрофилов у женщин со злокачественными новообразованиями  
репродуктивной системы, получавших хирургическое лечение и адъювантную терапию
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одобрено этическим комитетом Сеченовского Уни-
верситета, протокол № 03-23 от 16.02.2023.

Статистический анализ / Statistical analysis
Обработка данных осуществлялась с  использо-

ванием программного обеспечения Statistica 7.0 
(StatSoft, Inc. CШA).

Для возраста и  лабораторных показателей стати-
стический анализ включал в себя расчёт описательных 
статистик: минимального и  максимального значений, 
средней (M), среднеквадратического отклонения (SD).

Для оценки нормальности распределения приме-
нялся тест Харке–Бера (Jarque–Beratest). На уров-
не значимости p ≤ 0,05 нулевая гипотеза H0 о  том, 
что остатки значений рассматриваемых показателей 
групп участников имеют нормальное распределение, 
откланялась.

Сравнение значений показателей между группами 
и  непараметрическая оценка проведена при помо-
щи критерия Манна–Уитни для несвязанных выборок 
(Mann–Whitney U-test). Нами была сформулирована 
нулевая гипотеза H0 как отсутствие различий между 
группами пациенток. Во всех случаях H0 отклонялась 
при уровнях значимости p ≤ 0,05.

Сравнение значений показателей и  непараметри-
ческая оценка между группами пациенток до и  по-
сле операции и до и после проведения химиотерапии 
проведена с  использованием критерия Вилкоксона 
для связанных выборок (Wilcoxon Matched Pairs Test). 
Нами была сформулирована нулевая гипотеза H0 как 
отсутствие различий между пациентками до и после 
соответствующего метода лечения. Во всех случаях 
H0 отклонялась при уровнях значимости p ≤ 0,01.

Результаты / Results

Значимых возрастных различий между группами 
не было. У всех онкогинекологических пациенток на 
момент поступления в  стационар концентрации мар-
керов нетоза (citH3 и МПО:Аг) были повышены и дос- 
товерно отличались от контрольной группы (табл. 1).

В таблицах 2 и  3 показаны достоверно повышен-
ные концентрации маркеров нетоза у прооперирован-
ных пациенток через 14 дней после операции и у па-
циенток, прошедших 2 курса химиотерапии, при срав-
нении с контрольной группой.

Далее проведено сравнение концентраций марке-
ров нетоза у пациенток, прошедших оперативное ле-
чение, до и после вмешательства, а также концентра-
ций маркеров нетоза у пациенток, госпитализирован-
ных для проведения химиотерапии до и после 2 кур-
сов химиотерапии. У прооперированных пациенток 
значимых различий показателей до и после операции 
выявлено не было (табл. 4). При этом в группе химио- 
терапии установлено достоверное повышение кон-
центраций маркеров нетоза через 14 дней после вто-
рого курса химиотерапии (табл. 5).

Обсуждение / Discussion

Результаты проведенного исследования в  очеред-
ной раз демонстрируют провоспалительный статус 
онкологических пациенток. Полученные данные до 
начала терапии выявили во всех подгруппах повы-
шенные показатели маркеров нетоза.

Ряд стимулов может запускать процесс образо-
вания NETs. Стимуляция нейтрофилов различными 

Слуханчук Е.В., Бицадзе В.О., Солопова А.Г., Хизроева Д.Х., Гри Ж.-К., Элалами И., Дегтярева Н.Д., Гилева М.А., 
Самбурова Н.В., Щербаков Д.В., Якубова Ф.Э., Зелепухина М.Е., Блинов Д.В., Макацария А.Д.

Таблица 1. Содержание маркеров нетоза (citH3 и МПО:Аг) у онкогинекологических пациенток до начала терапии по сравнению 
с контрольной группой. 

Table 1. NETosis markers (citH3 and MPO:Ag) level in female cancer patients before onset of therapy compared with control group.

Показатель
Parameter

Подгруппы онкогинекологических пациенток
Subgroups of female cancer patients

n = 111

Контроль-
ная группа

Control 
group

n = 33

Значимость отличий (р) онкогинекологических 
подгрупп от контрольной группы

Significance of difference (p) between female 
cancer subgroups and control group

1 
n = 25

2 
n = 36

3 
n = 17

4 
n = 33

1 2 3 4

Концентрация сitH3  
до начала терапии,  
нг/мл, M ± SD
сitH3 level before therapy, 
ng/ml, M ± SD
min–max 

2,72 ± 0,60

1,1–3,5

1,72 ± 0,76

1,0–3,5

2,54 ± 0,64

0,93–2,5

0,69 ± 0,52

0,05–2,10

0,33 ± 0,13

0,14–0,6

0,0001 0,0001 0,0001 0,0001

Концентрация MПО:Аг  
до начала терапии,  
нг/мл, M ± SD
MPO:Ag level before 
therapy, ng/ml, M ± SD
min–max

30,18 ± 12,53

12–51

12,03 ± 3,44

9,1–21,5

23,68 ± 7,89

8,1–31,0

6,43 ± 2,50

3,4–12,9

2,45 ± 0,20

2,2–2,8

0,0001 0,0001 0,0001 0,0001

Примечание: citH3 – цитруллинированный гистон Н3; МПО:Аг – антиген миелопероксидазы; 1 – подгруппа 1 (рак тела матки); 2 – подгруппа 2 (рак 
яичников); 3 – подгруппа 3 (рак шейки матки); 4 – подгруппа 4 (рак молочной железы). 

Note: citH3 – citrullinated histone H3; MPO:Ag – myeloperoxidase antigen; 1 – subgroup 1 (uterine body cancer); 2 – subgroup 2 (ovarian cancer); 3 – subgroup 
3 (cervical cancer); 4 – subgroup 4 (breast cancer).
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агентами приводит к  фосфорилированию НАДФН- 
оксидазы протеинкиназой С. Повышенная актив-
ность НАДФН-оксидазы приводит к  образованию 
АФК и  PAD4-зависимому цитруллинированию гисто-
нов, что ведет к  деконденсации хроматина, распаду 
ядерной мембраны и  образованию NETs. В нетозе 
активное участие принимает пептидил-аргинин деи-
миназа  4 (англ. peptidyl-arginine deiminase 4, PAD4), 
которая способствует цитруллинированию гистонов. 
Пептидил-аргинин деиминазы представляют собой 

семейство ферментов, которые катализируют превра-
щение остатков аргинина в остатки цитрулина Са2+-за-
висимым образом [23]. Это преобразование приводит 
к потере заряда белка и называется цитруллинирова-
нием [24]. У людей было обнаружено 5 изотипов PAD 
(PAD1–4 и  PAD6) с  тканеспецифической экспресси-
ей изотипов [25]. Из существующих изотипов PAD4 
обнаруживается в  основном в  лейкоцитах; это един-
ственный изотип, который находится в  ядре, и  по-
давление PAD4 предотвращает цитруллинирование  

Маркеры внеклеточных ловушек нейтрофилов у женщин со злокачественными новообразованиями  
репродуктивной системы, получавших хирургическое лечение и адъювантную терапию

Таблица 2. Содержание маркеров нетоза (citH3 и МПО:Аг) у онкогинекологических пациенток через 14 дней после оперативного 
лечения по сравнению с контрольной группой. 

Table 2. NETosis markers (citH3 and MPO:Ag) level in female cancer patients 14 days after surgical treatment compared with control group.

Показатель
Parameter

Подгруппы онкогинекологических пациенток
Subgroups of female cancer patients

n = 69

Контроль-
ная группа

Control 
group

n = 33

Значимость отличий (р) онкогинекологических
подгрупп от контрольной группы

Significance of difference (p) between female 
cancer subgroups and control group

1 
n = 25

2 
n = 11

3 
n = 17

4 
n = 16

1 2 3 4

Концентрация сitH3  
до начала терапии,  
нг/мл, M ± SD
сitH3 level before therapy, 
ng/ml, M ± SD
min–max 

2,64 ± 0,68

1,2–4,0

3,95 ± 5,83

1,2–21,4

2,45 ± 0,52

1,2–3,1

0,61 ± 0,44

0,2–2,1

0,33 ± 0,13

0,14–0,60

0,0001 0,0001 0,0001 0,0003

Концентрация MПО:Аг  
до начала терапии,  
нг/мл, M ± SD
MPO:Ag level before 
therapy, ng/ml, M ± SD
min–max

29,48 ± 11,42 

11,42–49,00

11,37 ± 1,76

8,6–14,2

39,27 ± 6,84

9,0–300,3

6,04 ± 2,29

3,4–11,6

2,45 ± 0,20

2,2–2,8

0,0001 0,0001 0,0001 0,0001

Примечание: citH3 – цитруллинированный гистон Н3; МПО:Аг – антиген миелопероксидазы; 1 – подгруппа 1 (рак тела матки); 2 – подгруппа 2 (рак 
яичников); 3 – подгруппа 3 (рак шейки матки); 4 – подгруппа 4 (рак молочной железы). 

Note: citH3 – citrullinated histone H3; MPO:Ag – myeloperoxidase antigen; 1 – subgroup 1 (uterine body cancer); 2 – subgroup 2 (ovarian cancer); 3 – subgroup 
3 (cervical cancer); 4 – subgroup 4 (breast cancer).

Таблица 3. Содержание маркеров нетоза (citH3 и МРО:Аг) у онкогинекологических пациенток через 14 дней после второго курса 
химиотерапии по сравнению с контрольной группой.

Table 3. NETosis markers (citH3 and MPO:Ag) level in female cancer patients 14 days after the second course of chemotherapy compared with 
control group.

Показатель
Parameter

Подгруппы онкогинекологических пациенток
Subgroups of female cancer patients

n = 42

Контрольная группа
Control group

n = 33

Значимость отличий (р) онкогинекологических
подгрупп от контрольной группы

Significance of difference (p) between female 
cancer subgroups and control group

1 
n = 25

4 
n = 17

1 4

Концентрация сitH3  
до начала терапии,  
нг/мл, M ± SD
сitH3 level before therapy, 
ng/ml, M ± SD
min–max 

2,87 ± 0,98

2,0–5,1

1,85 ± 1,35

0,1–5,4

0,33 ± 0,13

0,14–0,60

0,0001 0,0001

Концентрация MПО:Аг  
до начала терапии,  
нг/мл, M ± SD
MPO:Ag level before 
therapy, ng/ml, M ± SD
min–max

22,5 ± 6,58

15,0–39,2

13,26 ± 4,24

9,0–22,1

2,45 ± 0,20

2,2–2,8

0,0001 0,0001

Примечание: citH3 – цитруллинированный гистон Н3; МПО:Аг – антиген миелопероксидазы; 1 – подгруппа 1 (рак тела матки); 4 – подгруппа 4 (рак 
молочной железы). 

Note: citH3 – citrullinated histone H3; MPO:Ag – myeloperoxidase antigen; 1 – subgroup 1 (uterine body cancer); 4 – subgroup 4 (breast cancer).
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PAD4, неспособны к  деконденсации хроматина или 
формированию NETs и защищены от тромбоза [27]. 

В одном из исследований изучалась роль PAD4 
в  развитии гиперкоагуляции на фоне химиотерапии 
и  повышенной концентрации вкДНК [28]. Было по-
казано, что химиотерапия при раке легких на осно-
ве платины индуцирует высвобождение вкДНК, что 
приводит к увеличению образования тромбина у мы-
шей PAD4+/+. Более того, увеличение концентрации 
вкДНК и  тромбина зависело от PAD4, поскольку хи-
миотерапия не влияла ни на концентрацию вкДНК, ни 
на образование тромбина у  мышей PAD4–/–. Все эти 
данные свидетельствуют о том, что химиотерапия на 
основе платины способна вызывать прокоагулянт-
ные эффекты через нетоз у  здоровых мышей в  те-
чение 24  часов после начала лечения. Нейтрофилы 
и  ранее были идентифицированы как источник ин-
дуцированной химиотерапией вкДНК [3]. Xимиотера-
пия на основе платины индуцирует высвобождение  
вкДНК из нейтрофилов, а  не из опухолевых клеток 
при раке легких или других клеток-хозяев, таких как 
эндотелиальные клетки или моноциты [29]. Индуци-
рованное химиотерапией высвобождение вкДНК из 
нейтрофилов происходит путем нетоза, а  не апопто-

за или некроза [3]. Нетоз представляет собой PAD4- 
зависимый процесс, поскольку гистоны нейтрофи-
лов подвергаются цитруллинированию с  помощью 
PAD4 с  последующей деконденсацией хроматина 
[30]. Терапия ДНКазой снижала образование тромби-
на в  плазме мышей PAD4+/+, получавших химиотера-
пию, но не PAD4–/–, что говорит о  том, что химиоте-
рапия на основе платины вызывает прокоагулянтные 
эффекты посредством высвобождения вкДНК зави-
симым от PAD4 образом [28]. Опухоль создает сре-
ду, которая предрасполагает нейтрофилы к  высво-
бождению вкДНК. Недавние исследования показали, 
что опухоль-ассоциированные нейтрофилы запуска-
ют нетоз под воздействием гранулоцитарного коло-
ниестимулирующего фактора (granulocyte colony-
stimulating factor, G-CSF). После повторного запуска 
нетоза на фоне химиотерапии праймированные ней-
трофилы с  большей вероятностью подвергаются не-
тозу по сравнению с нейтрофилами, которые не под-
вергались воздействию G-CSF [6]. М. Demers с соавт. 
также демонстрируют, что прогрессирование опухоли 
(рак молочной железы) связано с повышением уров-
ня G-CSF, нейтрофилов и вкДНК в плазме [6].

Деградация NETs осуществляется ДНКазой 1, по-
скольку антитела к ДНКазе 1 подавляют деградацию 

Слуханчук Е.В., Бицадзе В.О., Солопова А.Г., Хизроева Д.Х., Гри Ж.-К., Элалами И., Дегтярева Н.Д., Гилева М.А., 
Самбурова Н.В., Щербаков Д.В., Якубова Ф.Э., Зелепухина М.Е., Блинов Д.В., Макацария А.Д.

Таблица 4. Содержание маркеров нетоза (citH3 и МПО:Аг) у онкогинекологических пациенток до и через 14 дней после оперативного 
лечения.

Table 4. NETosis markers (citH3 and MPO:Ag) level in female cancer patients before surgery and 14 days afterwards.

Показатель
Parameter

Онкогинекологические пациентки
Female cancer patients

n = 69

Значимость отличий (р) от 
контрольной группы

Significance of difference (p) 
compared with control groupдо операции

before surgery
после операции

after surgery

Концентрация сitH3 нг/мл, M ± SD
сitH3 level, ng/ml, M ± SD
min–max 

2,09 ± 1,05

0,32–3,50

2,05 ± 1,00

0,2–21,4
0,0209

Концентрация MПО:Аг, нг/мл, M ± SD
MPO:Ag level, ng/ml, M ± SD
min–max

20,30 ± 13,06

3,4–51,0

19,50 ± 12,37

3,4–300,3
0,0714

Примечание: citH3 – цитруллинированный гистон Н3; МПО:Аг – антиген миелопероксидазы.

Note: citH3 – citrullinated histone H3; MPO:Ag – myeloperoxidase antigen.

Таблица 5. Содержание маркеров нетоза (citH3 и МПО:Аг) у онкогинекологических пациенток до начала первого и через 14 дней после 
второго курса химиотерапии.

Table 5. NETosis markers (citH3 and MPO:Ag) level in female cancer patients before chemotherapy and 14 days after its second course.

Показатель
Parameter

Онкогинекологические пациентки
Female cancer patients

n = 42

Значимость отличий (р) от 
контрольной группы

Significance of difference (p) 
compared with control groupдо химиотерапии

before chemotherapy
после химиотерапии
after chemotherapy

Концентрация сitH3 нг/мл, M ± SD
сitH3 level, ng/ml, M ± SD
min–max 

1,23 ± 0,71

0,05–2,80

2,46 ± 1,24

0,1–5,4
0,0001

Концентрация MПО:Аг, нг/мл, M ± SD
MPO:Ag level, ng/ml, M ± SD
min–max

10,02 ± 4,36

3,9–21,5

18,76 ± 7,31

9,0–39,2
0,0001

Примечание: citH3 – цитруллинированный гистон Н3; МПО:Аг – антиген миелопероксидазы.

Note: citH3 – citrullinated histone H3; MPO:Ag – myeloperoxidase antigen.
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NETs [31]. Однако использование физиологических 
концентраций ДНКазы I недостаточно для достиже-
ния полной деградации NETs. Помимо нее играет роль 
и активное поглощение NETs макрофагами путем фа-
гоцитоза [32]. Химиотерапия не влияет на концентра-
цию и  активность ДНКазы у  пациентов при раке мо-
лочной железы [33]; вкДНК, как известно, способ-
ствует развитию прокоагулянтного состояния за счет 
нарушения процессов фибринолиза [34, 35]. В экс-
перименте одновременная обработка сгустков кро-
ви ДНКазой и  тканевым активатором плазминогена 
(англ. tissue plasminogen activator, tPA) была наиболее 
эффективной для лизиса, что позволяет предполо-
жить, что NETs могут служить каркасом для образо-
вания сгустка [36].

В нашем исследовании у  42 пациенток, госпитали-
зированных для проведения химиотерапии, исходно 
не было выявлено различий в  концентрациях марке-
ров нетоза по сравнению с пациентками, планирующи-
ми оперативное вмешательство. Однако далее, через 
14  дней после второго курса паклитаксел-содержа-
щей химиотерапии в  подгруппе «рак молочной желе-
зы» и  паклитаксел/карбоплатин-содержащей терапии 
в подгруппе «рак яичников» рост маркеров нетоза ока-
зался достоверно более выраженным, чем у 69 пациен-
ток через 14 дней после оперативного вмешательства.

Отличительной чертой опухолевой клетки является 
быстрое и неконтролируемое клеточное деление. Та-
ким образом, принцип действия многих классических 
химиотерапевтических средств заключается в  воз-
действии на процесс клеточного деления быстро де-
лящихся клеток, оставляя неповрежденными покоя- 
щиеся клетки. Чаще всего это достигается за счет ис-
пользования препаратов, способных вызывать «по-
вреждение» ДНК, приводящее к остановке клеточно-
го цикла и впоследствии к апоптозу.

Первоначально выделенный из коры западного 
тиса, паклитаксел и родственные таксаны были иден-
тифицированы как многообещающие средства для 
лечения рака благодаря их способности ингибиро-
вать пролиферацию. Паклитаксел оказывает противо-
опухолевое действие за счет стабилизации тубулина 
(микротрубочек), что приводит к  ингибированию их 
разборки [37]. Микротрубочки представляют собой 
полимеры цитоскелета, которые играют роль в  фор-
мировании цитоскелета клеток, их транспорте, под-
вижности и  делении [38]. Стабилизация микротру-
бочек достигается преимущественным связыванием 
паклитаксела с β-тубулином [39], что приводит к оста-
новке митоза и индукции апоптоза в пролиферирую-
щих клетках [40]. Было обнаружено, что таксаны об-
ладают противоопухолевой активностью в отношении 
многочисленных типов опухолей, включая рак молоч-
ной железы, яичников, головного мозга и легких [41].

Карбоплатин является производным цисплатина 
и  таким образом имеет аналогичный механизм дей-

ствия связывания ДНК, ингибирования репликации 
ДНК и индукции гибели клеток. Как и цисплатин, кар-
боплатин проходит стадии внутриклеточного гидро-
лиза до образования межцепочечных и  внутрицепо-
чечных поперечных связей ДНК. В отличие от своего 
предшественника цисплатина, карбоплатин обладает 
меньшей эффективностью, но и  меньшим количе-
ством побочных эффектов, что объясняется более 
низкой скоростью образования аддукта платина-ДНК 
[42]. Из-за меньшего количества побочных эффектов 
карбоплатин можно вводить в более высоких дозах. 

Нейтрофилы ранее ассоциировались с плохой ре-
акцией на блокаду контрольных точек иммунотера-
пии. Недавние результаты исследований показали, 
что нетоз является возможным механизмом такого 
сопротивления [22]. При аденокарциноме поджелу-
дочной железы Y. Zhang с соавт. определили, что ней-
трофилы, активированные интерлейкином-17 (англ. 
interleukin-17, IL-17), подвергаются нетозу и защища-
ют опухолевые клетки от CD8+ T-клеток. Исследова-
тели обнаружили, что блокада IL-17 повышает чув-
ствительность опухоли к терапии [43]. 

А. Teijeira с соавт. обнаружили, что агонисты хемо-
киновых рецепторов CXCR1 и CXCR2 индуцируют не-
тоз и защищают опухолевые клетки от иммунной ци-
тотоксичности. In vitro исследования продемонстриро-
вали, что NETs обволакивают опухолевые клетки, фи-
зически препятствующих контакту с CD8+ Т-клетками 
и  естественными киллерами. Обработка ДНКазой 1 
восстанавливала контакт эффектор-мишень и приво-
дила к уничтожению опухолевых клеток [44]. 

Пять компонентов NETs описаны как участники 
формирования резистентности к  терапии рака: элас-
таза нейтрофилов, ММП-9 и катепсин G, а также ли-
ганд рецептора программируемой клеточной гибели 1 
(англ. programmed cell death ligand 1, PD-L1) и моле-
кула карциноэмбрионального антигена клеточной ад-
гезии 1 (англ. carcinoembryonic antigen cell adhesion 
molecule 1, CEACAM1) [7].

Эластаза нейтрофилов представляет собой сери-
новую протеазу, которая находится в азурофильных 
гранулах, потенцирует антимикробную активность 
нейтрофилов и  высвобождается во внеклеточное 
пространство при дегрануляции и  нетозе [7]. По ре-
зультатам исследований, эластаза нейтрофилов мо-
жет способствовать развитию резистентности к  те-
рапии, способствуя эпителиально-мезенхимально-
му переходу (ЭМП) [45]. При ЭМП клетка переходит 
в  мезенхимальный фенотип с  большой миграцион-
ной и антиапоптотической способностью [46]. 

MMP-9 представляет собой белок нейтрофилов, 
который, как известно, способствует прогрессии 
рака через внеклеточный матрикс (ВКМ) [47]. Кроме 
того, недавние исследования показали, что с MMP-9 
связана и химиорезистентность опухоли. Н. Gao с со-
авт. при распространенном первичном раке желудка 
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обнаружили, что положительная экспрессия MMP‑9 
и  связанная с  ней деградация ВКМ сопутствовали 
плохому ответу на химиотерапию [48]. Одним из ме-
ханизмов влияния ММР-9 является ангиогенез, кото-
рый, как известно, усложняет лечение рака за счет 
формирования аномальной сосудистой сети опухо-
ли и  торможения диффузии химиотерапевтических 
агентов [49]. 

CEACAM1 представляет собой трансмембран-
ный гликопротеин, принадлежащий к  семейству 
белков раково-эмбрионального антигена (англ. 
carcinoembryonic antigen, СЕА), которые участвуют 
в  прогрессии рака и  активации нейтрофилов [50]. 
CEACAM1 из NETs способствует прометастатическому 
NET-зависимому влиянию, усиливая адгезию и  ми-
грацию опухолевых клеток [50]. CEACAM1 также спо-
собствует истощению пула Т-клеток [51]. 

Противоопухолевая активность Т-клеток регули-
руется мембраным рецептором PD-1, который может 
способствовать истощению пула Т-клеток при взаи-
модействии со своим лигандом PDL-1 [51]. Истоще-
ние Т-клеток, в свою очередь, является хорошо опи-
санным механизмом прогрессирования рака и  рези-
стентности к иммунотерапии [52]. NETs играют боль-
шую роль в  истощении Т-клеток и  формировании 
резистентности к иммунотерапии, и NETs-зависимое 
истощение пула Т-клеток устранялось путем исполь-
зования ДНКазы [53]. 

Таким образом, результаты исследования, демон-
стрирующие достоверно более выраженный рост 
концентрации NETs у пациенток после химиотерапии 

по сравнению с пациентками после оперативного ле-
чения, могут явиться основой для формирования ги-
потезы о том, что нетоз – это один из процессов, ле-
жащих в основе протромботического состояния при 
проведении химиотерапии, а  также возможная при-
чина неэффективности и резистентности к терапии.

Заключение / Conclusion 

Нетоз является особым механизмом биологии ней-
трофилов, и  его значение в  клинической онкологии 
находится на старте изучения. 

Химиотерапия является важнейшим компонентом 
противоопухолевой терапии, поэтому разработка но-
вых стратегий для снижения осложнений, резистент-
ности и  повышения эффективности имеет жизнен-
но важное значение. Учитывая вероятность того, что 
NETs вносят вклад в  протромботический потенциал 
химиотерапии, а также способствуют развитию рези-
стентности к химиотерапии, необходимо рассмотреть 
целесообразность мониторинга нетоза на фоне лече-
ния с целью прогнозирования и возможного улучше-
ния в будущем ответа на терапию, а также снижения 
частоты осложнений. 

Как клинические, так и фундаментальные научные 
данные, изложенные в этой статье, подтверждают не-
обходимость дальнейшего изучения NETs-зависимых 
взаимодействий, способствующих, с  одной стороны, 
развитию протромботических состояний при химио-
терапии и  раке, а  с  другой, позволяющих новообра-
зованиям сопротивляться различным видам терапии.
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