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Резюме
Нейтрофильные гранулоциты, являясь постояннымэлементом в со-ставе микроокружения опухолей, играют неодно
значную роль в онкогенезе. В ответ на появление опухолевых клеток, нейтрофилы активно формируют во внеклеточном 
пространстве сетеподобные структуры, состоящие из нуклеиновых кислот и ферментов -  нейтрофильные внеклеточные 
ловушки. Нами было показано, что в ткани карциномы молочной железы рядом с опухолевыми клетками диффузно и 
скоплениями распределяется внеклеточная ДНК.Установлено, что нейтрофилы при встрече с опухолевыми клетками 
активируются иначинают формироватьвнеклеточные сети ДНКвокругних с различной интенсивностью в зависимости 
от уровня пролиферативной активности опухоли.
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Summary
Neutrophil granulocytes, being a permanent structure in the palette of the «microenvironment» tumors lay a different role in 
oncogenes. In response to tumor cells incentives neutrophils actively shape in the extracellular space setuptable structure 
consisting of nucleic acids and enzymes - neutrophil extracellular nets. It was noticed, that in the tumor tissue, breast carcinoma 
near the tumor cells is diffuse and clusters distributed free cell DNA.lt has been shown that neutrophils when meeting with 
tumor cells become activated and begin to form a free cell extracellular DNA around themwith various level proliferation activity. 
Key wordsxarcinoma of the breast, neutrophils, neutrophil extracellular nets

Введение
Нейтрофилы -  это секреторные клетки, способные 

выделять биологически активные продукты, с помощью 
которых способны осуществлять внеклеточный киллинг 
и, вступая в медиаторные контакты с гуморальными си
стемами, клетками крови и соединительной ткани, могут 
оказывать регуляторное действие[1,2].

По данным литературы, нейтрофилы, являясь 
компонентом воспалительно-клеточного вала в пара
канкрозной зоне, обладают не только противоопухоле
выми свойствами, но и обнаруживают проопухолевые 
потенции, усиливая ангиогенез и метастазирование. 
При этом ключевую роль в регрессии опухолей отво
дят активным формам кислорода, азота и некоторым 
цитокинам, продуцируемым также нейтрофилами [3- 
5].

Показано, что в ответ на встречу с опухолевой 
клеткой нейтрофилы активно формируют во внеклеточ

ном пространстве сетеподобные структуры, состоящие 
из нуклеиновых кислот и ферментов -  внеклеточные 
сети ДНК (NeutrophilExtracellularTraps NETs)[6,7], 
которые некоторые авторы обозначаюткак «ловушки». 
Существует мнение, что последние могут захватывать 
циркулирующие опухолевые клетки, тем самым способ
ствуя метастазированию [4,8].

Исследуя микропрепараты и мазки отпечатки карци
ном молочной железы, мы также обнаружили, что в ткани 
опухоли рядом с клетками новообразования перицеллю- 
лярно либо диффузно распределяется внеклеточная ДНК 
в виде сетей, выраженная по-разному в зависимости от 
типа карциномы в различном количестве [9,10].

В связи с изложенным, целью настоящего иссле
дования явилось изучение процессов формирования 
нейтрофилами внеклеточных сетей ДНК при встрече с 
клеткамикарциномы молочной железы различных моле- 
кулярно-биологических типов.



Материалы и методы
Забор ткани опухоли молочных желез у ЮОопери- 

рованных пациенток забирали из операционного мате
риала в течение 10 мин после радикальной мастэктомии 
по Маддену или Пэй-ти.Манипуляцию осуществляли 
стерильным скальпелем с помещением материала в 
контейнер одноразового использования. Диагноз был 
ранее гистологически верифицирован, и с учетом ги- 
стогенетической формы опухоли мы сформировали сле
дующие группы: инвазивная карцинома молочной же
лезы неспецифического типалюминального типа А (20 
пациенток);люминального типа BHER2 негативного(20 
больных);люминального типа В HER2 позитивного (20 
женщин);НЕЯ2 позитивного типа нелюминального типа 
(20 пациенток); тройного негативного типа (20 человек). 
Кроме того, все карциномы различных молекулярно-био
логических типов разделили на 3 подгруппы по уровню- 
пролиферативной активности опухолевых клеток (Ki67):
2-20%, 21-60% и 61-100%.

Молочная железа рассекалась в проекции опухоли, 
забирался фрагмент с периферии узлового образования 
с окружающей тканью 0,5см*0,5см*0,2см. После этого 
ткань опухоли в гомогенизаторе измельчалась механиче
ски до получения гомогенной мелкодисперсной массы. 
Для механического разрушения соединительной ткани 
и высвобождения опухолевых клеток к взвеси гомоге
низированной ткани опухоли добавляли трипсин в кон
центрации 0,25%, в соотношении 1:5. Полученную смесь 
инкубировали в термостате при 37°С в течение 30 мин, 
центрифугировали при 1500 оборотах в минуту в тече
ние 20 мин. Образовавшуюсянадосадочную жидкость 
сливали, осадок отмывали и доводили разведением сте
рильным физиологическим раствором хлорида натрия до 
концентрации 0,5x106 клеток/мп, используя для контроля 
унифицированный метод подсчета клеток в камере Горя
ева.

При проведении эксперимента для оценки жиз
неспособности опухолевых клеток после проведенных 
процедур к 0,2 мл суспензии ткани опухоли добавляли 
0,02 мл 1% раствора трипанового синего. Полученный 
материал помещали в камеру Горяева и исследовали 
в световом микроскопе. Подсчет производили на 100 
клеток. Живыми прозрачными (трипано-негативными) 
оставалось более 80% клеток, погмибало до 20% клеток, 
которые окрашивались трипановым синим в фиолетовый 
цвет (трипанопозитивные клетки).

Для определения уровня пролиферативной актив
ности иммунофенотипированиеопухоли осуществлялось 
с помощью моноклональных антител(МКАТ) (Dako, Да
ния) кЮ-67 (С1опеМ1В-1). Кроме того, препараты окра
шивались с помощью и поликлональных антител к ми- 
елопероксидазе. Иммуногистохимическое исследование 
проведено на AutostainerPlus (Dako). Обработка материа
ла выполнена с использованием TargetRetrievalSolution в 
PTLink (Dako) при условиях 97°С (20 мин).

Взятие материала периферической крови 20 здоро
вых доноров для анализа производилось одноразовыми 
инструментами (иглами) в пробирки одноразового ис

пользования в 8.00 часов утра в день проведения опе
рации у пациенток с карциномой молочной железы.Для 
получения нейтрофилов использовали 15,0 мл гепари- 
низированной (10-15 ЕД/мл гепарина) периферической 
венозной крови. Нейтрофилы выделяли из лейкоцитар
ной взвеси на двойном градиенте плотности стерильных 
растворов фиколла-урографина (Pharmacia, Швеция: 
Шеринг, Германия). Плотность верхнего слоя градиента 
составляла 1,075-1,077 г/мл, нижнего -  1,093-1,095 г/мл. 
Каждый градиент используют в объеме 1,5 мл. Через 40 
минут центрифугирования при 1500 оборотах в минуту 
на границе между градиентами образуется кольцо гра
нулоцитов с чистотой 98-100%, мононуклеары состав
ляют около 2%, либо отсутствуют. Кольцо нейтрофилов 
аккуратно собирали, переносили в стерильные центри
фужные пробирки, отмывали от гра-диента стерильным 
физиологическим раствором хлорида натрия путём цен
трифугирования при 1500 оборотах в минуту дважды по 
5 минут, доводили до концентрации 5x106 клеток/мл и 
использовали для оценки функционального статуса ней
трофилов или получения супернатантов.

Далее полученные взвеси опухолевых клеток каж
дой пациенткис карциномой из групп исследования сме
шивали в соотношении 1:10 с фракциями нейтрофилов 
здоровых доноров. Полученные взвеси инкубировали в 
термостате при 37°С в течение 60 мин.После из них из
готавливались мазки на предметных стеклах и окраши
вались по Романовскому-Гимзе с последующей световом 
микроскопией с дифференцированием форм лейкоцитов 
и подсчетом внеклеточной ДНК. Подсчет вели на 300 
структур (нейтрофилы сегментоядерные, нейтрофилы 
юные, сети ДНК свободнолежащие, сети ДНК в непо
средственном контакте с опухолевыми клетками).

Для определения функциональной активности ней- 
трофиловпроводили изучение ихлизосомальной активно
сти. Для этого определяли интенсивность люминесцен
ции лизосом нейтрофилов, прижизненно окрашенных 
акридиновым оранжевым.0,1 мл взвеси нейтрофилов с 
опухолевыми клетками смешивали с 0,05 мл раствора 
акридинового оранжевого в концентрации 2 мкг/мл. По
сле 30-минутной инкубации при 37оС клетки помещали 
на предметное стекло, накрывали покровным стеклом и 
под иммерсией исследовали в потоке сине-фиолетового 
света люминесцентного микроскопа “Люмам”. Опреде
ляли лизосомальную активность - число нейтрофилов, 
имеющих лизосомальные гранулы (в %), а также под
считывали индекс суммарной люминесценции лизосом 
(ИСЛЛ), выраженного в условных единицах. Для этого 
использовали формулу: ИСЛЛ=А*1+В*3+С*10+Т)*0, 
где А, В, С, D - количество клеток с заполнением цито
плазмы лизосомальными гранулами на "+", "++", 
или с их отсутствием соответственно.

Для определения активности внутриклеточно
го кислородзависимого метабол измапроводил и по
становку НСТ-теста в модификации А.Н.Маянского, 
М.К.Виксмана[1]. Учитывали интенсивность спон
танной НСТ-восстанавливающей активности и инду
цированной. При учете реакции определяли процент



НСТ-позитивных клеток и интенсивность реакции по 
формуле:интенсивность НСТ = (А*3+Вх2+С*1)/100; где 
А, В, С -  число клеток, соответственно, с отложением 
диформазана, превышающим размеры ядра, занимаю
щим более 1/3 площади цитоплазмы и менее 1/3 площади 
соответственно.

Результаты и обсуждение
Установлено, что нейтрофилы при встрече с опухо

левыми клетками активируются и через 60 мин инкуба
ции выбрасывают во внеклеточное пространство сете
подобные структуры, состоящие из нуклеиновых кислот 
и ферментов -  нейтрофильные внеклеточные сети ДНК, 
которые оплетают опухолевые клетки (рис. 1,2 - эти ри
сунки к статье см. на специальной цветной вкладке жур
нала -  прим, ред.). В контрольных образцах нейтрофилы 
сохраняли структуру, жизнеспособность и не формирова
ли внеклеточных сетей ДНК.

При инкубации клеток опухоли различных моле
кулярно-генетических типов с нейтрофилами выявлено 
различное количество сетеподобных структур и ней
трофилов с неизмененной структурой, в результате чего 
можно предположить, что не только синтез, но и скорость 
образования внеклеточных ловушек зависит от клетки- 
активатора (табл. 1). Так,обнаружено, что при встрече 
опухолевых клеток карцином люминального типа А с 
нейтрофилами доноров количество внеклеточных сетей 
ДНК, сформированных ими,достоверно преобладало над 
таковыми в группе исследования карцином люминаль
ного типа В, HER2 негативного, но имело значительно 
меньшего уровня, чем при агрессивных формах нелюми- 
нальных карцином (тройной негативный тип и HER2 по
зитивный тип, нелюминальный).

Другими словами, опухолевые клетки карцином 
молочной железы любого молекулярно-генетическо- 
го типа являлись клетками-активаторами активности 
нейтрофилов, но при более агрессивных формах ново- 
образованийотмечались максимальные значения ис
следуемого параметра («ловушек» ДНК). Вместе с тем, 
установлено, что карциномы люминального типа В, 
HER2 негативного являются клинически более агрес
сивными по сравнению с карциномами люминального 
типа А.При этом недостоверные отличия в активности

формирования нейтрофильных «ловушек» при ука
занных молекулярно-генетических типах карциномы 
можно объяснить прочими внешними условиями. В 
частности, опухоли из люминального эпителия без 
экспрессии HER2 на мембранах клеток и с наличием 
большого количества рецепторов к эстрогену и про- 
гестеронуимеют примерно одинаковую способность 
при встрече с нейтрофильными гранулоцитами акти
вировать их в отношении формирования внеклеточных 
сетей ДНК.

Уменьшение экспрессии на клетках рецепторов к 
прогестерону (люминальный тип В, HER2 позитивный), 
наличие гиперэкспрессииНЕ112 (тройной негативный 
тип, нелюминальный), а также приближение к базаль
но-клеточной дифференцировке (тройной негативный 
тип) демонстрирует более выраженную способность к 
активации нейтрофилов, что подтверждается показате- 
лямилизосомальной активности и кнслородзависимого 
метаболизма.По нашим данным, количество лизосом в 
цитоплазме нейтрофилов, отражающее их функциональ
ную активность и способность к реагированию на внеш
ние воздействия, увеличивалось по сравнению с кон
трольными пробами.Следует отметить, что наибольшее 
количество лизосом обнаруживалось в опухолях высокой 
степени злокачественности с уровнем пролиферативной 
активности более 60% (табл. 2). При этом почти в два 
раза увеличивались показатели НСТ-теста в образцах с 
Ki67 до 60% (индуцированный НСТ-тест) по сравнению 
с опухолями с более высоким уровнем Ki67 -  с 64,22±3,32 
до 98,34±6,66.

Учитывая разнородность происхождения исследуе
мых типов карцином молочной железы и сходные между 
различными типами особенности активации нейтрофи
лов, в том числе и в отношении формирования внекле
точных сетей ДНК, принято решение исследовать зависи
мость данного показателя от степени злокачественности 
и пролиферативной активности опухоли. В группу уме
реннозлокачественных карцином с уровнем пролифера
тивной активности входят карциномы с Ki67 от 21% до 
60%, а именно люминальные карциномы типа В, HER2 
негативные и HER2 позитивные, HER2 позитивный тип, 
нелюминальный; в группу высокозлокачественныхкар- 
цином отнесены опухоли тройного негативного типа

Табл ица 1. И нтенсивность  образования нейтроф илами внеклеточны х сетей Д Н К  пр и  встрече с опухолевы ми  
кл е тка м и  при  различны х м олекул ярно-генетических ти п а х  карц и ном  молочной железы  (суспензия опухоли па

циента  +  нейтроф илы  периф ерической кр ови )

Люминаль
ный тип Ап = 

20

Люминал ь-ный 
тип В HER2 

негативный п ■ 
20

Люмнналь-ный 
тип В 

HER2 П031ПЛВ- 
нынл = 20

HER2 пози- 
тнв-ный тип, 

нелюмн- 
нальный 

п = 20

Тронной нега
тивный тип 

п -  20

Нейтрофилы, юные 
Форш

3,98 ± OJ52 3,54 ± 
0,97

3.68 ± 
1.11

3,15 ±0,93 3,99 ± 
0.12

Нейтроф плы зрелые, 
ссгмснтоядер-ные 

формы

270,33 ± 
22,01

276,31 ± 18,33 266,56± 17,05 257,84 ±8,54 249,06 ± 11,33

Внеклеточные сети 
ДНК

14,11 ±0,64
р<0,001

10.14 ±0,72 
рО.ОО!

19,86± 1,64
р<0,001

33,14 ±2,28
р<0,001

38,55 ±5,35 
рсОДЮ!



Таб л иц а  2. П оказател и  лизосомальной акти в но сти  нейтроф илов при встрече с опухолевыми кл е тка м и  при раз
л и ч ны х уровнях К167 карц и ном  молочной железы  (суспензия опухоли пац иента +  нейтроф илы  периф ерической

кр ови )

Суспензия опухоли пациента + 
нейтрофилы периферической крови

Показатели лизосомальной активности

Активность лизосом, % Индскс люминесценции лизосом, 
уел. сд.

Ki67 5-20% 68,64±3,12 324,47±7,44
п = 20 п - 20

Ki67 21-60% 72,34±2,33 332,22+5,54
п =* 20 п = 20
98,64± 1,02 384.08+6,55

Ki67 61-100% р<0.001 р<0,001
п = 20 п = 20

Таб л иц а  Э. И нтенси вн ость  образования нейтроф илам и внеклеточны х сетей Д Н К  при встрече с опухолевыми  
кл е тк а м и  при  разл ичны х уровнях К167 карц и ном  молочной железы (суспензия опухоли пациента +  нейтроф илы

периф ерической кр ови )

Нейтрофилы, юные формы
Нейтрофилы зрелые, сегменто- 

ядерные формы

Внеклеточные сети ДНК

KJ67 5-20% 
п = 20

3,98 * 0,52
277,34 ± 8,01

14.1 ± 0,64
р<0,001

Ki67 21-60% 
п = 65

3,62 ± 0,07
273,71 ±6.01

19,6 ± 0,06
р<0,001

Ki67 61-100° » п = 
15

3,94 ± 0.12
253,9 ± 12,33

35,X -fc i)2b
р<0.001

jjk  38.55

P hcJ .  И нтенси вн ость  образования нейтроф илами внеклеточны х сетей Д Н К  при встрече с опухолевыми кл е т
ка м и  при  разл и чны х м ол екул ярно -генети чески х ти п а х  карц и ном  молочной железы и уровнях K i6 7 . (суспензия  

опухоли п ац и ента  +  нейтроф илы  периф ерической кр ови)

опухолей, карциномы с неопределенным пограничным 
значением HER2 статуса, а также некоторыенаблюдения 
HER2 позитивного люминального типа В.

Установлено, что высокая интенсивность образо
вания нейтрофиль-ными гранулоцитами при встрече с 
опухолевыми клетками сетей ДНК находилась в прямой 
зависимости от повышения уровня Ki67 в опухолях раз
личного молекулярно-генетического профиля .достигая 
максимума в карциномах с Ki67 от 80-100% (рис. 3, табл. 
3).

Заключение
Таким образом,определение способностиклеток 

карцином молочных желез к активации нейтрофилов, 
в том числе,с формированием ими внеклеточных сетей

ДНК может быть использовано как дополнительный 
диагностический критерий при экспресс-диагностике 
определения степени злокачественности опухоли. По
лагаем, что данный критерийдолжен характеризовать не 
только абсолютное количество сетеподобных структур 
(«ловушек»), но и включать описание их расположения 
в тканях в контексте морфологических особенностей и 
комплексной оценки взаимодействия с компонентами 
микроокружения опухолипри определенном молекуляр
но-генетическом типе карциномы. Для этого необходи
мо дальнейшее тщательное изучение палитрысоставля- 
ющих микроокружения карцином различной степени 
злокачественности с выявлением закономерностей ме
ханизмов взаимодействия его компонентов с опухоле
выми клетками. ■
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Рнс.5.. Распределение элементов вос
палительно-клеточного инфильтрата 
в интратуморальной зоне инвазивных 
карцином молочной железы различных 

молекулярно-генетических типов

Семенова Л.Б.. Казачков E.J1., Долгушин И.И., Важенин А.В.
Формирование нейтрофильными гранулорцитамн сетей внеклеточной ДНК как дополнительный диагности

ческий критерий степени злокачественности карцином молочной железы

ч -* Г  - \

•V ж .

С* 1

Рис. 1. Инвазивная карцинома молочной железы 
неспецифического типа высокой степени злокаче

ственности, тройной негативный тип (Ki67 80%) 
(суспензия опухоли пациента + нейтрофилы перифери

ческой крови). Окраска по Романовскому-Гимзе; 
ок.10 х об. 40.

Рис2. Инвазивная карцинома молочной железы неспец- 
нфического типа высокой степени злокачественности, 
тройной негативный тип (Ю67 80%) с образованием ней
трофильных внеклеточных сетей ДНК (суспензия опу
холи пациента + нейтрофилы периферической крови).

Окраска -  антитела к миелопероксндазе; ок.10 х об.40.

Дуб А. А., Юсупова И. Р.
Роль муцинов и панцнтокератииов АЕ1/АЕЗ и D2^40 в дифференциальной диагностике атипичной 

мелкоацинарной пролиферации и аденокарциномы предстательной железы высокой и низкой степени
дифференцировки

Рис. 1. Муцинообразование в железистом эпителии при 
доброкачественной эпителиальной гиперплазии пред
стательной железы. Цитоплазма железистого эпителия 
содержит гранулы красного-фнолетового цвета, в про
свете желез просматривается содержимое голубого цвета.

Окраска ШИК-реакцня и альцнановый синий, х 400

Рис. 2. Муцинообразование при аденокарциноме 
предстательной железы высокой степени дифферен
цировки. Цитоплазма атипичных эпнтелноцитов со
держит гранулы малиново-голубого цвета, наличие в 
просвете желез секрета краспо-фнолетового оттенка. 
Окраска ШИК-реакция и альцнановый синий, х 400
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