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РЕЗЮМЕ

Цель – изучение особенностей формирования нейтрофильных внеклеточных ловушек, а также их влияния 
на фибринолиз у лиц, имеющих злокачественные новообразования толстого кишечника.

Материалы и методы. Группу пациентов составили лица с впервые выявленным раком толстого 
кишечника 2–3-й стадии без метастаза (17 человек, средний возраст 67 лет); контрольную группу – доноры, 
сопоставимые по полу и возрасту, не имеющие злокачественных опухолей (30 человек, средний возраст  
68 лет). Из цельной крови создали экспериментальную модель, включавшую бедную тромбоцитами плазму 
крови и изолированную культуру нейтрофилов, предварительно индуцированных к нетозу внесением  
100 нмоль PMA, инкубировали 4 ч, клетки осаждали центрифугированием, плазму отбирали для дальнейше-
го исследования. В качестве контроля использовали плазму, инкубированную с интактными нейтрофилами. 
О степени активации клеток судили по уровню интерлейкина (IL) 8 и PSGL-1. Нетоз подтверждали 
измерением уровня нуклеосом и флуоресцентной микроскопией. Оценку фибринолиза проводили в тесте 
тромбодинамики. Результаты сопоставляли с концентрацией компонентов фибринолитической системы, 
измеренных методом проточной цитометрии.

Результаты. В контроле индукция нетоза вызывает выраженную активацию нейтрофилов, 
сопровождающуюся повышением уровня IL-8, PSGL-1, плазминогена, снижением PAI-1 и усилением 
фибринолиза, в сравнении с интактными образцами. У пациентов зафиксирован больший, чем в группе 
контроля, уровень IL-8, PSGL-1, плазминогена, PAI-1 и показателей фибринолиза в интактных образцах. 
При этом индукция нетоза не привела к увеличению степени активации и значимому изменению данных 
показателей.

Заключение. Гибель нейтрофилов путем нетоза в местах тромбообразования может способствовать 
как формированию, так и растворению фибринового сгустка. Однако у лиц со злокачественными 
новообразованиями «смертельный» нетоз не приводит к локальному увеличению фибринолитического 
потенциала ввиду истощения внутриклеточных резервов протеаз нейтрофилов, что может являться одним 
из механизмов развития гиперкоагуляции и недостаточности фибринолиза при онкопатологии.

Ключевые слова: рак, нейтрофильные внеклеточные ловушки, фибринолиз, иммунотромбоз, нетоз, 
гиперкоагуляция.
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ВВЕДЕНИЕ

Известно, что наличие онкологического процесса 
сопровождается развитием гиперкоагуляционного 
статуса и тромботических осложнений. В их осно-
ве лежат синтез и экспрессия раковыми клетками 
тромбогенных веществ, а также комплекс реакций, 
включающий в себя активацию и (или) поврежде-
ние эндотелия, активацию тромбоцитов и иммун-
ных клеток, синтез цитокинов. Нейтрофилы, как 
представители врожденного иммунитета, являются 
участниками воспалительных процессов и реакций 
гемостаза. В составе тромбов различной локализа-
ции обнаруживаются как сами клетки, так и продук-
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ABSTRACT

Aim. To investigate formation of neutrophil extracellular traps (NETs) and their impact on fibrinolysis in patients 
with colon cancer.

Materials and methods. The study was performed in two groups. The experimental group consisted of patients 
with stage 2–3 non-metastatic colon cancer (n = 17, average age – 67 years). The control group included healthy 
volunteers matched by sex and age (n = 30, average age – 68 years). An experimental model was created from the 
whole blood. It included platelet-poor plasma and an isolated culture of neutrophils, previously induced to NETosis 
by adding 100 nmol PMA. The samples were incubated for 4 hours, then the test tubes were centrifuged to pellet cells 
and their remnants, and the plasma was transferred for subsequent examination. The plasma incubated with intact 
neutrophils was used as a control. The levels of interleukin-8 (IL-8) and P-selectin glycoprotein ligand-1 (PSGL-1) 
were used to determine the degree of cell activation. NETosis was confirmed by enzyme-linked immunosorbent 
assay (ELISA) and fluorescent microscopy. Fibrinolysis was assessed using the thrombodynamics test. The results 
were compared with the levels of fibrinolytic system components measured by flow cytometry.

Results. In the control group, NETosis induction contributed to pronounced neutrophil activation that was 
accompanied by an increase in the IL-8, PSGL-1, and plasminogen levels, a decrease in PAI-1, and enhancement 
of fibrinolysis, compared with the intact samples. Higher levels of IL-8, PSGL-1, plasminogen, and PAI-1 and 
intensified fibrinolysis were detected in the intact samples. However, PMA-induced NETosis did not result in an 
increase in the degree of activation and significant changes in the given parameters. 

Conclusion. NETosis promotes both formation and lysis of fibrin clots. However, in cancer patients, suicidal 
NETosis does not contribute to fibrinolysis due to intracellular protease depletion, which may be one of the 
mechanisms causing hypercoagulation and insufficient fibrinolysis in cancer. 
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ты нетоза – нейтрофильные внеклеточные ловушки 
(НВЛ) [1]. На фоне активных исследований тромбо-
генных свойств НВЛ [2–7], возможность их влияния 
на фибринолиз, в особенности при злокачественных 
новообразованиях, оказалась изучена в значительно 
меньшей степени [8, 9].

МАТЕРИАЛЫ И МЕТОДЫ
Исследование проведено в двух группах. Груп-

пу онкобольных составили пациенты с впервые вы-
явленным раком толстого кишечника 2–3-й стадии 
без метастаза (n = 17, средний возраст 67 лет). Кон-
трольную группу составили сопоставимые по полу 
и возрасту доноры, не имеющие злокачественных 
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опухолей (30 человек, средний возраст 68 лет). Пер-
вичный отбор доноров проводили на основании ан-
кетирования, далее об отсутствии злокачественного 
процесса в группе контроля судили по результатам 
диспансеризации. Всем донорам перед проведением 
эксперимента измеряли температуру тела и выпол-
няли общий анализ крови. Критерии исключения 
донора из исследования: температура тела выше  
37 °С, гемоглобин менее 100 г/л, эритроциты менее 
3,5 × 1012/л, лейкоциты более 10 × 109/л, скорость 
оседания эритроцитов более 12 мм/ч. Прочие крите-
рии исключения: прием антикоагулянтов/антиагре-
гантов, химиотерапия, острые воспалительные про-
цессы или обострения хронических, наследственные 
заболевания системы крови, травмы или оператив-
ные вмешательства в течение последних 6 мес.

 Все доноры и пациенты подписали информиро-
ванное согласие на участие в исследовании. Одно-
кратно забирали 25 мл периферической венозной 
крови в пробирки с 3,2%-м раствором цитрата на-
трия в качестве антикоагулянта. Для получения бед-
ной тромбоцитами плазмы кровь центрифугировали 
15 мин на скорости 1 500 об./мин, отбирали плазму 
для повторного центрифугирования 10 мин на скоро-
сти 3 000 об./мин, 90% полученного объема перено-
сили в отдельные пробирки. 

Для изоляции нейтрофильных гранулоцитов (НГ) 
центрифугировали цельную кровь на двойном гра-
диенте плотности фиколла-урографина 1,077/1,093, 
кольцо гранулоцитов переносили в отдельные про-
бирки, отмывали фосфатным буферным раствором 
(ФБР), клетки осаждали центрифугированием, вы-
полняли лизис остаточных эритроцитов (VersaLyse, 
Beckman Coulter, США), клетки вновь отмывали 
ФБР, центрифугировали, отбирали супернатант и к 
клеточному осадку вносили 4 мл среды RPMI1640, 
перемешивали и получали суспензию изолирован-
ных нейтрофилов. Жизнеспособность клеток прове-
ряли окрашиванием 0,4%-м раствором метилового 
синего, использовали культуру при ее жизнеспособ-
ности не менее 98%. Количество клеток доводили до 
4,5–6 × 106/мл.

 Затем в две отдельные пробирки вносили по  
1 мл суспензии, клетки осаждали центрифугировани-
ем, удаляли культуральную среду, после чего в одну 
пробирку к клеточному осадку добавляли 5 мкл ФБР, 
затем 1 мл аутоплазмы, перемешивали и получали 
суспензию интактных нейтрофилов в аутоплазме. 
В другую пробирку к клеточному остатку добавля-
ли 5 мкл (100 нмоль) индуктора нетоза Phorbol-12-
Myristate-13-Acetate (PMA) (Sigma Aldrich, США), 
затем 1 мл аутоплазмы, перемешивали и получали 
суспензию индуцированных к нетозу нейтрофилов в 

аутоплазме. Полученные образцы обозначали следу-
ющим образом: PPP – бедная тромбоцитами плазма; 
INT – плазма, содержащая интактные нейтрофилы; 
PMA – плазма, содержащая предварительно индуци-
рованные к нетозу нейтрофилы. 

Образцы инкубировали 4 ч при 37 °С. Далее про-
бирки с INT и PMA центрифугировали для осаж-
дения клеток и их остатков, плазму переносили в 
отдельные пробирки. Каждый образец плазмы ис-
следовали в тесте тромбодинамики (ООО «Гема-
Кор», Россия): регистрировали время начала лизиса 
фибринового сгустка (LOT), динамику лизиса (LP), 
время полного лизиса сгустка (LTE). Определяли 
концентрацию следующих компонентов: фибрино-
ген (Fib), плазминоген/плазмин (PLS), тканевой ак-
тиватор плазминогена (tPA), ингибитор активатора 
плазминогена 1 типа (PAI-1), P-селектин гликопро-
теинлиганд 1 (PSGL-1), интерлейкин 8 (IL-8), с ис-
пользованием наборов для мультиплексного анализа 
(Human Thrombosis Panel, BioLegend, США и Human 
Fibrinolysis Panel, BioLegend, США) методом про-
точной цитометрии. Об индкуции нетоза судили по 
уровню внеклеточной ДНК (вкДНК), измеренной 
методом ИФА (Cell Death Detection ELISAplus, Roche, 
Германия), а также путем визуализации с использо-
ванием флуоресцентной микроскопии. 

Для этого 1 мл образцов INT и PMA, подго-
товленных по вышеописанной схеме, помещали в 
чашки для культур клеток, предварительно покры-
тую поли-L-лизином (Poly-L-Lysin, Sigma Aldrich, 
США). Чашки инкубировали 4 ч при 37 °С. После 
этого чашки трехкратно промывали ФБР, адгези-
рованные клетки окрашивали с помощью красите-
ля Sytox Green (Beckman Coulter, США), НВЛ ви-
зуализировали с использованием микроскопа Zoe 
Fluorescent Cell Imager (BioRad, США), зеленый 
канал, ×20.

Статистическую обработку результатов прово-
дили с использованием программного обеспечения 
Microsoft Excel и Statistica 10 (StatSoft Inc., США). 
Данные представлены в виде медианы и интерквар-
тильного размаха Me [Q1; Q3]. Для сравнения резуль-
татов внутри групп использовали тест Вилкоксона, 
для сравнения между группами контроля и пациен-
тов – U-тест Манна – Уитни. Значимыми считали от-
личия при p < 0,05.

РЕЗУЛЬТАТЫ
Нетоз в группах контроля и пациентов подтверж-

ден увеличением уровня вкДНК в образцах PMA 
по сравнению с интактными (p1 = 0,008 и р2 = 0,05, 
таблица). Кроме этого, микроскопия культур НГ 
позволила визуализировать НВЛ. На рисунке  про-
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демонстрированы интактные нейтрофилы и НВЛ в 
группе контроля (a и b соответственно) и пациентов 
(c и d соответственно). О степени активации клеток 
можно судить по продукции специфичного для ней-
трофилов IL-8, а также по уровню свободного PSGL-
1. Так, в контроле содержание IL-8 и PSGL-1 мак-
симально в образцах плазмы после нетоза, однако у 
пациентов увеличения концентрации данных моле-
кул в соответствующих образцах не выявлено. Влия-
ние НВЛ на процесс фибринолиза зарегистрировано 
в контроле: увеличилась динамика лизиса фибрино-

вого сгустка (LP) и заметно сократилось время его 
полного растворения (LTE) (см. таблицу). В группе 
пациентов значимого изменения показателей фибри-
нолиза не зафиксировано.

Изменение концентрации плазменных участни-
ков гемостаза, ассоциированных с нетозом, также 
выявлено в контроле: в образцах PMA по сравнению 
с интактными выявлено повышение уровня плазми-
ногена и снижение – PAI-1. В группе пациентов ко-
лебание концентраций компонентов системы фибри-
нолиза незначимо (см. таблицу).

Т а б л и ц а

Показатели активации и влияние интактных и индуцированных к нетозу нейтрофилов на фибринолиз и концентрацию  
компонентов фибринолитической системы, Me [Q1; Q3]

Показатель
Группа контроля

p
Группа пациентов

Значение показателя p1 Значение показателя p2

вкДНК,
ед. опт. пл.

INT 0,38 [0,22; 0,48]
0,008*

0,1 0,26 [0,18; 0,33]
0,01*

PMA 0,5 [0,4; 0,6] 0,03* 0,34 [0,26; 0,41]

PSGL-1, пг/мл
INT 865 [620,5; 1018,7]

0,01*
0,3 781,25 [431,8; 926,5]

0,2
PMA 1236,7 [1071,2; 1340,5] 0,05* 791,5 [538,8; 1254,3]

IL-8, пг/мл
INT 2422 [880,8; 4852,5]

0,007*
0,7 3150,7 [2007; 5470,8]

0,6
PMA 7836,2 [5422,5; 10786,] 0,07 1677 [1006,8; 7777]

LOT, мин
INT 30,2 [28,3; 40,7]

0,7
0,02* 24,8 [16,7; 28,6]

0,5
PMA 29 [28,1; 36,7] 0,01* 24,1 [19; 25,5]

LP, %/мин
INT 2,7 [2,2; 2,9]

0,01*
0,0003* 8,8 [5,1; 12,4]

0,4
PMA 3 [2,9; 3,8] 0,001* 9,2 [4,7; 17,1]

а 					           b 

c 					           d
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Рисунок. Интактные нейтрофилы: в контроле (а), группе пациентов (с); нейтрофильные внеклеточные ловушки: в контроле 
(b),  группе пациентов (d).  Краситель Sytox Green, ×20. Белые стрелки – нейтрофильные внеклеточные ловушки 
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ОБСУЖДЕНИЕ
Полученные результаты демонстрируют разную 

эффективность индукции нетоза в исследованных 
группах. Меньший уровень вкДНК у пациентов (см.  
таблицу) позволяет говорить о том, что в использо-
ванной нами модели меньшее количество клеток по-
гибло именно путем продукции НВЛ. Связано это, 
вероятно, с изменением эффективности внутрикле-
точного проведения стимула в виду преобладания 
иных сигнальных путей. Известно, что раковые клет-
ки способны регулировать активность лейкоцитов в 
выгодную для прогрессии злокачественного процес-
са сторону [10–14], не исключено, что различный 
цитокиновый фон может повлиять и на «готовность» 
НГ к нетозу и (или) преобладающий путь (литиче-
ский или прижизненный нетоз) [15]. 

Использованный нами PMA индуцирует литиче-
ский (смертельный) нетоз, сопряженный с выходом 
в плазму не только хроматина, но и всех клеточных 
протеаз, которые и способствуют как выраженной 
активации системы плазминогена, так и неспеци-
фическому протеолизу фибрина, показанному нами 
также ранее [16], где в присутствии апротинина не 
было зафиксировано признаков НВЛ-ассоциирован-
ного лизиса фибриновых пластин. Кроме большего 
количества клеток, подвергшихся нетозу, более вы-
раженное воздействие на систему фибринолиза у 
здоровых лиц может быть обусловлено и способно-
стью PAD4 – одного из ключевых ферментов нетоза, 
модифицировать структуру фибриногена. Это ведет 
к нарушению формирования фибрина и изменению 
его структуры [17, 18] и в данной работе может ле-
жать в основе интенсификации фибринолиза в об-
разцах PMA в контроле (см. таблицу). 

Отсутствие усиления фибринолиза у пациентов в 
представленном эксперименте мы связываем с более 
слабым ответом клеток на индуктор (ниже уровень 
вкДНК и PSGL-1), с высокой концентрацией и ак-
тивностью ингибиторов фибринолиза, в частности 
PAI-1, с преобладанием у онкобольных прокоагу-
лянтных факторов, с исходно высокой активностью 
нестимулированных клеток (INT), что позволяет 
предположить меньшую внутриклеточную концен-
трацию протеаз, в связи с постоянной их секрецией 
во внеклеточное пространство, и, как следствие, не-
значительное нарастание их количества в процессе 
литического нетоза (что справедливо и для IL-8). На 
основании накопленных сведений мы предполагаем, 
что НВЛ как итог смертельного или прижизненного 
нетоза обладают разной активностью в отношении 
коагуляции и фибринолиза в связи с отличающимся 
количеством одномоментно выделяющего хромати-
на и разным составом ловушек, зависящим от стиму-
лирующего сигнала [15], что лучше отражает ситуа-
цию in vivo, однако это только предстоит проверить.

ЗАКЛЮЧЕНИЕ
Компоненты НВЛ способны оказывать не только 

тромбогенный эффект, реализуемый за счет контак-
та нуклеосом с факторами свертывания крови, тром-
боцитами и эндотелием, но и фибринолитический, 
основанный на активации системы плазмина и не-
специфическим протеолизом фибрина, что вкупе с 
фагоцитозом тромбов другими лейкоцитами способ-
ствует реканализации сосудов после завершения ре-
акций гемостаза. Однако наличие злокачественного 
процесса значительно смещает баланс «коагуляция –  
тромболизис» в сторону фибринообразования за 

О к о н ч а н и е  т а б л .

Показатель
Группа контроля

p
Группа пациентов

Значение показателя p1 Значение показателя p2

LTE, мин
INT 40,6 [36,8; 50,6]

0,02*
0,002* 16,9 [12,6; 22,4]

0,8
PMA 35,2 [27,8; 37,1] 0,001* 16 [12,4; 24,8]

PLS, мкг/мл
INT 547,1 [475; 732,5]

0,008*
0,007* 805,1 [783,7; 825,6]

0,9
PMA 767,7 [662; 864,1] 0,7 820 [787,9; 845]

tPA, пг/мл
INT 63,5 [61,6; 64,7]

0,4
0,0001* 440,5 [227,5; 607,75]

0,5
PMA 61,3 [59,7; 65,7] 0,0001* 389,7 [247; 672]

PAI-1, пг/мл
INT 2101,5 [508; 2681,3]

0,008*
0,001* 6376,2 [5258,5; 9428,8]

0,6
PMA 1328,2 [1044,4; 2157,8] 0,0002* 7956,7 [5332,5; 10645,6]

Fib, мкг/мл
INT 2882,7 [1877,3; 3142,6]

0,9
0,04* 3203,4 [2749,6; 6229,9]

0,6
PMA 2355,8 [1745; 3206,6] 0,08 3384,7 [2723,7; 8997]

Примечание .  INT – плазма после инкубации интактных нейтрофилов; PMA – плазма после инкубации PMA-индуцированных ней-
трофилов; вкДНК – внеклеточная ДНК, ед. опт. пл. –  единицы оптической плотности. Уровень значимости различий между группами 
контроля и пациентов (U-тест Манна – Уитни) – р; уровень значимости различий между образцами INT и PMA в группе контроля (тест 
Вилкоксона) –  p1; уровень значимости различий между образцами INT и PMA в группе пациентов (тест Вилкоксона) – p2.
 * значимые отличия при p < 0,05.
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счет развития местного и системного воспалитель-
ного ответа, изменению пути формирования НВЛ 
и их количества и преобладанию прокоагулянтных 
эффектов вкДНК над фибринолитическим потенциа-
лом протеаз НГ. Это в сочетании с высоким уровнем 
ингибиторов фибринолиза, в конечном итоге, вносит 
свой вклад в формирование состояния хронической 
гиперкоагуляции, характерной для онкопатологии.
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