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АННОТАЦИЯ
Обоснование. Нейтрофилы играют критически важную роль в развитии опухоли, а их функциональное состояние мо-
жет служить прогностическим маркером. Однако функциональные характеристики нейтрофилов периферической кро-
ви, такие как хемотаксис и склонность к нетозу, у пациенток с люминальным раком молочной железы изучены недо-
статочно. Исследование этих параметров может дать новые сведения о механизмах прогрессии заболевания и реакции 
на терапию.
Цель — проведение анализа хемотаксической активности нейтрофилов и склонность к нетозу в образцах крови па-
циенток с местно-распространенным люминальным раком молочной железы, проходящих лечение (неоадъювантную 
химиотерапию) в Московском клиническом научном центре им. А.С. Логинова. 
Методы. Исследование проводили на образцах крови шести пациенток с III стадией люминального B, HER2-негативного 
рака молочной железы до начала и через два месяца противоопухолевой терапии. В качестве контроля использова-
ли образцы крови здоровых взрослых добровольцев. Работа выполнена с использованием методов флуоресцентной 
микроскопии для хемотаксиса нейтрофилов при росте тромбов и количества внеклеточных ДНК-ловушек нейтрофилов 
по реакции с Hoechst 33342 и антителами против миелопероксидазы и нейтрофильной эластазы в мазках богатой лей-
коцитами плазмы крови.
Результаты. До начала неоадъювантной терапии уровень нетоза значимо повышен (30±14% против 4,6±3,4% у здо-
ровых доноров), при этом у большинства пациенток на терапии происходит снижение его уровня (17±17%). Скорость 
движения нейтрофилов повышена у некоторых пациенток (0,17±0,06 против 0,113±0,009 мкм/с у здоровых доноров) 
и снижаются на терапии (0,10±0,03 мкм/с). При этом количество ассоциированных с тромбами нейтрофилов снижается 
на терапии (25±18 против 61±23) даже у пациентов с нейтроцитозом. 
Заключение. Впервые показано, что у пациенток с люминальным В, HER2-негативным раком молочной железы ско-
рость хемотаксиса нейтрофилов отклоняется от нормы; при этом их адгезия понижена, а нейтрофилы периферической 
крови значимо более склонны к нетозу, чем у здоровых доноров.
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ABSTRACT
BACKGROUND: Neutrophils are essential in tumor growth, and their functional state can serve as a prognostic biomarker. How-
ever, the functional characteristics of peripheral blood neutrophils, such as chemotaxis and predisposition to NETosis, in female 
patients with luminal breast cancer have not been sufficiently explored. Studying these parameters may provide new insights 
into the mechanisms of disease progression and response to therapy.
AIM: This work aimed to analyze the chemotactic activity of neutrophils and predisposition to NETosis in blood samples of fe-
male patients with locally advanced luminal breast cancer undergoing treatment (neoadjuvant chemotherapy) at the Loginov 
Moscow Clinical Scientific Center.
METHODS: The study was conducted on blood samples from six patients with stage 3 luminal B, HER2-negative breast cancer 
before and 2 months after the start of antitumor therapy. Blood samples from healthy adult volunteers were used as controls. 
The work was performed using fluorescence microscopy methods for neutrophil chemotaxis with the growth of blood clots 
and the number of extracellular DNA traps of neutrophils by reaction with Hoechst 33342 and antibodies against myeloperoxi-
dase and neutrophil elastase in smears of blood plasma rich in leukocytes.
RESULTS: Before the start of neoadjuvant therapy, the level of NETosis is significantly increased (30% ± 14% versus 4.6% ± 3.4% 
in healthy donors), whereas most female patients undergoing therapy experience its reduction (17% ± 17%). The speed of neu-
trophil movement is increased in some female patients (0.17 ± 0.06 versus 0.113 ± 0.009 μm/s in healthy donors) and goes down 
during therapy (0.10 ± 0.03 μm/s). At the same time, the number of neutrophils associated with blood clots decreases during 
therapy (25 ± 18 versus 61 ± 23) even in patients with neutrophilia.
CONCLUSION: It has been demonstrated for the first time that in female patients with luminal B, HER2-negative breast cancer, 
the neutrophil chemotaxis speed deviates from the standard; at the same time, their adhesion is reduced, and peripheral blood 
neutrophils are significantly more predisposed to NETosis than in healthy donors.
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ОБОСНОВАНИЕ
Процессы воспаления считаются важной составляю-

щей развития опухоли [1], так как клетки врожденного 
иммунитета оказывают влияние на рост, инвазию и рас-
пространение опухолевых клеток [2]. Участие нейтрофилов 
в развитии опухолевого процесса может быть довольно 
сложным и многосторонним [3, 4]. Так, при колоректаль-
ном раке повышенное количество нейтрофилов, ассоции-
рованных с опухолью (tumor-associated neutrophils, TAN), 
положительно влияет на прогноз [5]. В мышиных моде-
лях различных типов солидных опухолей подавление 
рекрутирования нейтрофилов в опухоль ускоряет ее рост 
и усиливает метастазирование [6–8]. С другой стороны, 
для целого ряда онкологических заболеваний высокое со-
отношение нейтрофилов к лимфоцитам периферической 
крови  — неблагоприятный прогностический фактор  [9]. 
Во многих работах TAN связывают с неблагоприятным про-
гнозом при раке легких, поджелудочной железы или по-
чек [10–12]. Нейтрофилы могут способствовать росту опу-
холи, повышая скорость ангиогенеза [13] и способствуя 
миграции и инвазии ее клеток [14]. С другой стороны, 
нейтрофилы могут создавать благоприятное для действия 
иммунотерапии микроокружение опухоли [15].

Отрицательную роль в прогрессии онкологических за-
болеваний и развитии резистентности к терапии играют 
ДНК-содержащие внеклеточные ловушки нейтрофилов 
(neutrophil extracellular trap, NET) [16]. Эти ловушки  — 
вариант борьбы с патогенами, они «выбрасываются» ги-
перактивированными нейтрофилами в виде нитей ДНК 
в ассоциации с активными бактерицидными ферментами, 
в том числе миелопероксидазой (MPO) и нейтрофиль-
ной эластазой (NE) [17]. NET также могут быть причиной 
рак-ассоциированных тромбозов [18], они вызывают по-
вышение устойчивости опухоли к терапии [19], при этом 
основным действием считается стимуляция NET эпители-
ально-мезенхимального перехода [20], стимуляция неоан-
гиогенеза [21, 22] и создание неблагоприятного опухолево-
го микроокружения [23, 24]. 

В последние годы развилось представление, что TAN 
делятся на две группы: антиопухолевые (TAN1) и про-
опухолевые (TAN2) [6, 25]. Эти две группы отличаются 
в первую очередь функциональными особенностями [26], 
поэтому оценка различных активностей нейтрофилов 
при онкологических заболеваниях может позволить по-
лучить информацию о прогрессии опухоли. 

Рак молочной железы (РМЖ)  — наиболее частое 
онкологическое заболевание у обоих полов [27]. Среди 
женщин 24,5% всех новых случаев онкологических за-
болеваний приходится на РМЖ. Будучи гетерогенным 
заболеванием, РМЖ представлен разными подтипами, 
из которых превалирует люминальный (гормон-зависи-
мый, экспрессирующий рецепторы эстрогенов и/или про-
гестерона, HR-положительный) HER2-негативный подтип 
(70% всех подтипов РМЖ) [28]. 

TAN ассоциированы с большинством опухолей 
при РМЖ, при этом HR-негативные опухоли чаще со-
держали TAN [29]. При РМЖ повышение количества TAN 
свидетельствует о неблагоприятном прогнозе, однако 
изучение TAN проводили в хирургически извлеченных 
опухолях  [30]. В связи с этим наблюдение функциональ-
ных характеристик нейтрофилов в образцах перифериче-
ской крови при РМЖ представляет особый интерес.

Цель — применение разработанных нами ранее ме-
тодов оценки состояния нейтрофилов (метода ex vivo на-
блюдения хемотаксиса нейтрофилов в проточных камерах 
в условиях тромбовоспаления [31, 32] и метода оценки 
доли нейтрофилов, испытывающих нетоз при контакте 
с чужеродной поверхностью [33]) для образцов крови 
пациенток с местно-распространенным люминальным 
HER2-негативным РМЖ до и через 2 мес. после комби-
нированной терапии противоопухолевыми препаратами.

МЕТОДЫ 
В исследовании использовались следующие реаген-

ты: Annexin V-Alexa Fluor 647 (BioLegend, San Diego,  CA), 
окраска DiOC(6), бычий сывороточный альбумин (BSA), 
Hoechst  33342 (Sigma-Aldrich, St. Louis, MI), fibrillar 
collagen type I (Chrono-Log Corporation; Havertown; США). 
Для получения антител против MPO и NE выделяли го-
могенные препараты ферментов из экстракта лейкоцитов 
[34, 35], которыми иммунизировали соответственно мы-
шей и кроликов. Лимфоциты иммунизированных мышей 
использовали для получения гибридом по технологии 
Мильшьтейна–Келлера с селекцией клона, продуциру-
ющей специфические моноклональные антитела про-
тив  MPO. Из сыворотки иммунизированных NE кроликов 
выделили фракцию иммуноглобулинов G.

Исследование было одобрено ЛЭК ГБУЗ МКНЦ 
им. А.С. Логинова ДЗМ (протокол № 3/2023 от 28.02.2023). 
Исследование проводили в соответствии с Хельсинкской 
декларацией, от всех доноров и пациентов было получено 
информированное согласие на проведение исследования 
и публикацию результатов без предоставления личных 
сведений. В исследовании приняли участие 6  пациенток 
с ранним люминальным РМЖ (табл. 1) и 8 здоровых взрос-
лых доноров (2 мужчины, 6  женщин, 21–40  лет). Тера-
пию проводили согласно рутинной практике учреждения. 
Кровь собирали в вакуумные пробирки Sarstedt-Monovette 
с гирудином (525 ATU/мл) или с EDTA (1,6 мг/мл). Экспери-
менты проводили в течение 3 ч после сбора крови. 

Долю нейтрофилов, испытавших нетоз при контакте 
со стеклом, определяли по протоколу, опубликованному 
ранее [32, 33]. Исследовали мазки богатой лейкоцитами 
плазмы ЭДТА-антикоагулированной крови, полученной 
в результате свободного осаждения эритроцитов в тече-
ние 45 мин при комнатной температуре. Высыхание мазка 
происходило за время не более 20 с. Далее проводили 
фиксацию (2% параформальдегид) и окраску первичными 
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антителами к MPO и NE. Наблюдение проводили с по-
мощью конфокального микроскопа Nikon Ti2  AX. Грану-
лоциты определяли как клетки, положительные по MPO 
и NE и обладающие характерной морфологией ядра 
(3  или  4  сегмента). Нетозный гранулоцит определяли 
по детекции ДНК за границами клетки. Для достоверного 
определения нетоза обрабатывали не менее 100 клеток.

Наблюдение хемотаксиса нейтрофилов проводили 
в рамках ex vivo модели тромбовоспаления, описанной 
ранее [31, 32]. Адгезию нейтрофилов из цельной крови, 
антикоагулированной гирудином, наблюдали в плоско-
параллельных проточных камерах с иммобилизованным 
фибриллярным коллагеном 1-го типа, кровь прокачи-
вали со скоростью сдвига 100 с–1. Нейтрофилы иденти-
фицировали как совершающие прерывистое движение 
клетки с 3–4 сегментами ядра (окраска Hoechst 33342), 
обладающие выраженным потенциалом плазматической 
мембраны [окраска DiOC(6)]. В работах [31, 32] было по-
казано, что именно эти клетки положительны по марке-
рам нейтрофилов CD66b, CD66ac, CD11 и CD18. Лейкоциты, 
не совершающие активных движений, не учитывали. Рост 
тромбов и движение лейкоцитов наблюдали с помощью 
флуоресцентной микроскопии [Nikon Eclipse Ti-E (40x/0,50 
Plan Fluor)].

РЕЗУЛЬТАТЫ
У пациентов c РМЖ наблюдается повышенный уро-

вень нетоза. Спонтанный нетоз нейтрофилов наблюдался 
как в крови здоровых людей, так и у пациентов с РМЖ 
(рис. 1, а). При этом у пациентов с РМЖ до начала терапии 
доля нейтрофилов, переходящих в нетоз в мазках плазмы 
крови, была значимо выше, чем у здоровых (рис. 1, а). В ко-
горте здоровых доноров наблюдался почти абсолютный 

суицидальный нетоз (99%) (рис. 1, b). У некоторых пациен-
тов c РМЖ повышен уровень витального нетоза. Тип нето-
за определяли визуальной оценкой фотографий образцов 
с учетом морфологических изменений клетки (см. прило-
жение 1, DOI: 10.17816/MAJ641688-4222132). В случае раз-
рыва клеточной мембраны и вытеснения во внеклеточное 
пространство ДНК-нитей вкупе с антимикробными пепти-
дами клетка нами была охарактеризована как нейтрофил, 
ушедший в суицидальный нетоз. При целостности клеточ-
ной мембраны и везикулы ДНК по периферии клетки нетоз 
считали витальным. В первой точке значимое количество 
витального нетоза наблюдалось у 3 пациенток  — МАА, 
МЕГ и МСЕ (см.  рис.  1,  b), две из них страдают гиперто-
нической болезнью (см. табл. 1). На фоне терапии у 5 па-
циенток повышается доля витального нетоза (рис. 1, с); 
у МСЕ до терапии более 90% NET были витальными, после 
терапии более 90% NET суицидальными. 

У всех пациенток кроме одной (ЗСА) на фоне те-
рапии наблюдается заметное снижение уровня нетоза 
(см. рис. 1, а). Именно у ЗСА на фоне терапии развилась 
нейтропения (см. табл. 1), поэтому уровень нетоза может 
отражать реакцию нейтрофилов на снижение их количе-
ства. У 3 пациенток на фоне терапии развился нейтро-
цитоз (возможно, за счет применения G-CSF), однако это 
не повлияло на уровень нетоза. 

У пациентов с РМЖ наблюдается сниженное рекрути-
рование нейтрофилов к растущим тромбам после начала 
терапии.

В экспериментальной модели тромбовоспаления ре-
гистрировали количество адгезировавших активно дви-
жущихся нейтрофилов и скорость их движения (рис.  2, 
приложение  2, DOI:  10.17816/MAJ641688-4222133). Ско-
рости движения нейтрофилов имели большой разброс 
как в большую, так и в меньшую сторону (см.  рис.  2,  а, 

Таблица 1. Характеристики пациентов, включенных в исследование
Table 1. Characteristics of patients covered by the study

Код 
пацента

Возраст 
(II–I*, 
мес.)

Тромбоциты (норма  
180–320×103/мкл), 

I/II*

Нейтрофилы  
(норма 2–7,5×109/л),  

I/II*
Заболевание Комментарии

МАА 45(2) 180/146 2,04/4,49 Рак правой молочной железы сТ2N3M0G3, IIIC стадия. 
Люминальный B, HER2-негативный

ГБ 2-й степени

МЮИ 33(2) 215/258 2,57/15,29 BRCA1-ассоциированный рак левой молочной 
железы сТ2N3fM0G3, IIIC стадия. Люминальный тип В, 
HER2‑негативный

Курение

ЗСА 46(3) 231/280 3,73/1,65 Рак правой молочной железы сТ4bN1fM0G3, IIIB стадия. 
Люминальный тип В, HER2-негативный

МЕГ 62(2) 262/236 5,78/23,52 Рак правой молочной железы сТ2N3M0G2, IIIC стадия. 
Люминальный B, HER2-негативный

ГБ 3-й степени

КЕА 37(2) 274/271 4,79/10,91 Рак левой молочной железы cT2N0M0G3, IIA стадия. Люми-
нальный подтип В (с низкой экспрессией эстрогенов ER+3), 
HER2-негативный

МСЕ 55(2) 242/217 8,37/4,31 Рак левой молочной железы сT4bN3fM0G2, IIIC стадия. 
Люминальный тип В, HER2-негативный

Примечание. *I — точка до начала терапии; II — точка после начала терапии: доксорубицин 60 мг/м2 + циклофамид 600 мг/м2, 1 раз в 2 нед. (4 курса 
в дозоуплотненном режиме при использовании первичной профилактики G-CSF); ГБ — гипертоническая болезнь.
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приложение 3, DOI: 10.17816/MAJ641688-4222134). При этом 
до начала терапии наблюдается статистически значимое 
увеличение скорости нейтрофилов (за счет значений па-
циентки ЗСА), которая после начала терапии снижается. 
С другой стороны, количество рекрутируемых к тромбу 
нейтрофилов после начала терапии ниже, чем у здоровых 

доноров. В образцах пациентки ЗСА, имевшей во время 
химиотерапии нейтропению, и до начала терапии наблюда-
лись только единичные нейтрофилы в образце (рис. 2, b), 
что может говорить о влиянии онкологического процесса 
на состояние нейтрофилов. У пациенток МЮИ, КЕА и МЕГ 
на фоне терапии развился нейтроцитоз, при этом у МЮИ 
и МЕГ снижаются средние скорости движения нейтрофи-
лов, что может говорить о взаимосвязи концентрации ней-
трофилов в крови и состоянии их предактивации. При этом 
количество наблюдаемых в камере нейтрофилов для этих 
пациенток не изменено (см. рис. 2, b). 

ОБСУЖДЕНИЕ
В настоящей работе оценивали состояние нейтрофи-

лов пациентов с РМЖ. Впервые показано, что доля ней-
трофилов, переходящих в нетоз, значимо повышена у всех 
пациентов, в то время как количество адгезионных ней-
трофилов статистически значимо снижается на фоне тера-
пии, несмотря на наблюдающийся у некоторых пациентов 

Рис. 1. Наблюдение нетоза в мазках плазмы крови. а — Доля нетозных 
нейтрофилов. Для сравнения со здоровыми донорами использовали 
критерий Манна–Уитни: **p <0,01, ***p <0,001. Между первой и второй 
точкой статистически значимой разницы нет (согласно парному крите-
рию Вилкоксона при сравнении без ЗСА, p=0,06). Соотношение типов не-
тоза в первой (b) и второй (c) точках исследования. ЗД — группа здоро-
вых доноров (n=8). ЗСА, МЮИ, МЕГ, МАА, КЕА, МСЕ — коды пациентов.
Fig. 1. Observation of NETosis in blood plasma smears. а, means a pro-
portion of NETotic neutrophils. The Mann–Whitney criterion was used 
for comparison with healthy donors: **p < 0.01, ***p < 0.001. There is no 
statistically significant difference between the first and second points (ac-
cording to the Wilcoxon signed-rank test when comparing without ЗCA, 
p = 0.06). The ratio of NETosis at the first (b) and second (c) study points. 
ЗД means a group of healthy donors (n = 8). ЗСА, МЮИ, МЕГ, МАА, 
КЕА, МСЕ are patient codes.
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Fig. 2. Experimental model of thromboinflammation: а, means the average 
neutrophil movement speed in the experiment; b, means the number of neu-
trophils adhering to the substrate during the experiment. For comparison 
purposes, the non-parametric Mann–Whitney test was used: *p  <  0.05.
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нейтроцитоз. При этом средняя скорость движения ней-
рофилов отличается от здоровых доноров как в большую, 
так и в меньшую сторону, что требует дальнейшего ис-
следования. 

Наблюдаемый повышенный уровень нетоза при кон-
такте со стеклом клеток из периферической крови хоро-
шо согласуется с данными о том, что при онкологических 
заболеваниях повышается уровень гранулоцитарно-ма-
крофагального колониестимулирующего фактора (G-CSF) 
в плазме крови [30, 36], который может способствовать 
активации/праймингу периферических нейтрофилов [37]. 
С другой стороны, активация нейтрофилов происходит 
при контакте с опухолью, и далее они могут возвращаться 
в кровоток в процессе обратной миграции [38, 39]. Рабо-
ты, проведенные на животных моделях рака, указывают 
на то, что рак делает нейтрофилы более предрасположен-
ными к выделению NET, однако для пациентов данные 
противоречивы [20, 40, 41]. В настоящем исследовании 
мы показали, что у пациентов до начала терапии значимо 
повышен уровень нетоза, который далее у большинства 
пациенток снижается на фоне терапии G-CSF. 

Важное наблюдение  — заметное повышение уровня 
витального нетоза у пациенток, страдающих гипертониче-
ской болезнью (см. рис. 1, b). Этот результат согласуется 
с тем, что при гипертонии у мышей наблюдается именно 
PAD4-зависимый (витальный [18]) нетоз [42], а также с повы-
шенным уровнем нетоза при гипертонической болезни [43]. 
Однако это одиночное наблюдение, и вопрос требует даль-
нейшего исследования. Общее повышение доли витально-
го нетоза на фоне терапии (см. рис. 1, с) может говорить 
о благоприятном ее влиянии на прайминг нейтрофилов. 

Нами также было показано нарушение скорости 
движения нейтрофилов по подложке: до начала тера-
пии у пациентов наблюдалась сильная гетерогенность 
(см.  рис. 2, а), что соответствует литературным дан-
ным [44]. После начала терапии у большинства пациентов 
снижалась скорость, при этом у двух из трех пациентов 
с нейтроцитозом, возможно связанным с эффектами 
G-CSF [45], скорость выходила за нижнюю границу нор-
мы. Изменение подвижности нейтрофилов также может 
быть связано с эффектом G-CSF, так как данный фактор 
влияет на метаболизм нейтрофилов, в том числе на син-
тез аденозинтрифосфата [46]. Возможно, обратная ми-
грация TAN также отражается на их способности к хемо-
таксису [47], как минимум при опухолевых заболеваниях 
наблюдается разделение нейтрофилов периферической 
крови на субпопуляции по плотности и функциям [48], 
так что в предлагаемом тесте, вероятно, наблюдается 
одна из субпопуляций. Кроме того, циклофосфамид [49] 
может приводить к праймингу нейтрофилов.

Так как известно, что доксорубицин и циклофосфамид 
существенно влияют на количество и функционирова-
ние нейтрофилов [50], наблюдаемое изменение параме-
тров может быть связано именно с данными препара-
тами. Наблюдаемое снижение активности нейтрофилов 

может быть признаком вызываемой терапией нейтропа-
тии [50, 51] и требует дальнейшего исследования. 

ЗАКЛЮЧЕНИЕ
Таким образом, для такой патологии, как РМЖ целе-

сообразно дальнейшее расширение исследования и поиск 
связи между клиническими исходами и функциональным 
состоянием нейтрофилов. 
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