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Введение

Нейродегенеративные заболевания (НДЗ), к кото-

рым относятся синуклеинопатии, являются одной из 

наиболее актуальных и важных проблем в медицине, 

имеющих значимое медико-социальное значение в 

связи с высокой распространенностью и тяжестью ис-

ходов заболеваний, нередко ведущих к инвалидности. 

Диагноз этих заболеваний, как правило, верифициру-

ется когда процесс уже необратим [1, 2]. Эффектив-

ность лечения НДЗ зависит от своевременного выяв-

ления нейродегенеративных процессов. 

Синуклеинопатии, в основе которых лежит пато-

логическая агрегация синуклеинов – это относитель-

но медленно развивающиеся заболевания с преиму-

щественным поражением нервной системы. Помимо 

токсического действия белковых агрегатов одним из 

механизмов развития таких заболеваний является не-

достаточность белка в местах его функционирования, 

т.е. в синапсах, вследствие его агрегации в цитоплаз-

ме нейрона [3, 4].

Гамма-синуклеин (γ-синуклеин) наряду с альфа- 

и бета-синуклеинами относится к семейству белков, 

которые в нервной системе обнаруживаются в синап-

тических окончаниях и регулируют нейротрансмис-

сию [5].

Показано, что синуклеины способны регулировать 

процессы слияния синаптических везикул с пресинап-

тической мембраной [6-8], а также участвуют в началь-

ных этапах эндоцитоза синаптических везикул [9]. Бе-

лок γ-синуклеин отличается от других синуклеинов 

паттерном экспрессии в процессе развития нервной 

системы, он в большом количестве содержится не толь-

ко в синапсах, но также в аксонах и телах нейронов 

[10-13]. Агрегированный γ-синуклеин является ком-

понентом атипических включений в дегенерирующих 

нейронах головного и спинного мозга больных с ней-

родегенеративными расстройствами [10, 12, 15, 16]. 

Показано, что γ-синуклеин ассоциирован с рядом глаз-

ных патологий [17, 18]. Выявлено изменение уровня и 

распределения экспрессии γ-синуклеина при глауко-

ме. В норме в головке зрительного нерва γ-синуклеин 

обнаруживается в пучках нервных волокон, в то время 

как у пациентов с глаукомой он появляется в глиаль-

ных клетках ламинарного и постламинарного слоев, 

где образует включения, а его количество в пучках 

нервных волокон снижается [17, 19]. 

На данный момент не существует доступных диа-

гностических методов, позволяющих выявлять груп-

пы риска развития нейродегенеративных или других 

заболеваний, связанных с нарушением функции 

γ-синуклеина. Сложность разработки таких методов 

объясняется тем, что диагноз НДЗ ставится при появ-

лении клинических признаков заболевания, когда про-

цесс уже практически необратим. Для того, чтобы смо-

делировать недостаточность функции γ-синуклеина 

была использована линия мышей нокаутных по гену, 

кодирующему γ-синуклеин (γ-KO). Известно, что у 

мышей, нокаутных по α- и γ-синуклеину, а также по 

всем 3 членам семейства, наблюдается нарушение ме-

таболизма дофамина в пресинаптических окончаниях 

[5, 6, 20]. Нарушение нейротрансмиссии и синаптиче-

ская дисфункция в дофаминергической системе могут 

влиять на регуляцию внутриглазного давления (ВГД) 

[21]. Уровень ВГД у γ-KO животных, а также влияние 

различных препаратов на ВГД на данной модели, а так-

же при γ-синуклеинопатиях у людей ранее не иссле-

довали. 

Цель исследования – экспериментальное обосно-

вание возможности прогнозирования нарушения 

функции γ-синуклеина по влиянию регуляторов адре-

нергической и дофаминергической системы на уро-

вень ВГД.

Методика

Мыши с делецией гена γ-синуклеина были полу-

чены из лаборатории V. Buchman [11]. Название и но-

мер в каталоге The Jackson Laboratory – B6.129P2-

Sncgtm1Vlb/J и 008843, соответственно. В качестве кон-

трольных использовали мышей линии C57BL/6J того 

же возраста. Животные содержались в условиях искус-

ственно регулируемого светового дня (12 ч светлого и 

12 ч темного времени) с свободным доступом к воде и 

корму. Работу с животными проводили в соответствии 

с «Правилами надлежащей лабораторной практики в 

Российской Федерации» от 2016 г. Протокол одобрен 

этической комиссией ИФАВ РАН г. Черноголовка.

Проведен поиск препаратов-регуляторов адренер-

гической и дофаминергической системы, влияющих 

на продукцию или отток внутриглазной жидкости. Воз-

действие  этих препаратов может по-разному влиять 

на ВГД в норме и при отсутствии γ-синуклеина. Были 

исследованы адренергические препараты: адреноми-

метик Мезатон (фенилэфрин) 0,1%, адреноблокатор 

Тимолол 0,5%, и вещества, влияющие на дофаминер-

гическую систему: мелатонин 0,1%, дофамин 10%, Га-

лоперидол 0,2%. 

Уровень ВГД    оценивали у γ-KO мышей в возрас-

те 3, 5 и 7 мес  по  5 животных (10 глаз) на каждый срок 

и у соответствующих по возрасту контрольных мышей 

(15 животных, 30 глаз). Исследование влияния инстил-

ляций препаратов-регуляторов проводили у 15 моло-
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дых γ-KO мышей (30 глаз), и   20 контрольных мышей 

(40 глаз) того же возраста (2,5-3,5 мес). Всего в экспе-

рименте использовано 30 животных (60 глаз) γ-KO мы-

шей и 35 контрольных мышей (70 глаз). 

Экспериментальным и контрольным мышам про-

водили однократные инстилляции 10 мкл исследуемо-

го вещества в оба глаза. Для каждого препарата-регу-

лятора формировалась отдельная группа мышей. Каж-

дое животное могло участвовать в эксперименте 

с интервалом не менее двух недель. На одной мыши 

один и тот же препарат не испытывался.  

ВГД измеряли под общей анестезией (Авертин 1%, 

400 мг/кг массы) с помощью автоматического элек-

тронного тонометра Tonovet (Icare, Финляндия) утром 

до инстилляции и после инстиляции через каждые 

30 мин в течение 2 ч. Предварительно было установле-

но, что общая анестезия не влияет на уровень ВГД как 

у здоровых так и  γ-KO мышей. 

Для статистической обработки рассчитывали из-

менение ВГД (∆ВГД) в каждый момент времени по 

сравнению с исходным уровнем. Поскольку у γ-KO 

мышей была выявлена асимметрия уровня ВГД 

(∆аВГД) между левым и правым глазами, при обработ-

ке учитывалось ∆ВГД в каждом глазу. Статистическую 

обработку результатов проводили с помощью про-

граммного пакета Statistica 10.0. Полученные данные 

проверяли на нормальность распределения. Посколь-

ку распределение отличалось от нормального, стати-

стическую значимость различий между группами, с 

уровнем значимости не менее 95% оценивали с помо-

щью непараметрического U-критерия Манна-Уитни. 

Данные представлены в виде среднего значения (М) и 

стандартной ошибки среднего (m). 

результаты и обсуждение

У молодых γ-KO мышей была обнаружена выражен-

ная асимметрия уровня ВГД (∆
а
ВГД) между глазами 

(∆
а
ВГД γ-KO мышей – 2,3±0,3 мм рт. ст., n=5) в отли-

чие от контрольных мышей (∆
а
ВГД – 0,3±0,1 мм рт. ст., 

n=5). У более взрослых γ-KO мышей (5 мес) асимме-

трия в значениях ВГД между глазами снижалась и су-

щественно не отличалась от таковой группы диких мы-

шей (γ-KO мыши (n=5) в возрасте 5 мес – ∆
а
ВГД – 

1,7±0,6 мм рт. ст.; 7 мес (n=5) – 1,4±0,5 мм рт. ст.; 

контрольные мыши  в возрасте 5 мес – 0,8±0,2 мм рт. ст., 

n=5; 7 мес – 0,8±0,3 мм рт. ст., n=5). Вероятно, более 

значительная асимметрия уровня ВГД между глазами 

у молодых (3 мес) γ-KO мышей связана с ранней стади-

ей нейродегенеративного процесса, который может за-

трагивать вначале только одну сторону тела, в том чис-

ле и один глаз. В дальнейшем (в возрасте 5, 7 мес) асим-

метричность патологических проявлений сохраняется, 

хотя и несколько менее выражена, так как и на другой 

стороне тела, хотя и с отставанием,  также происходит 

развитие нейродегенеративного процесса [22, 23]. 

Установлено, что с увеличением возраста  повы-

шается уровень ВГД как у здоровых мышей, так и 

у γ-KO мышей (табл., рис. 1). Наиболее выраженные 

различия уровня ВГД между опытной и контрольной 

группой наблюдались в возрасте 3 мес (рис. 1). Воз-

рис. 1. Изменение уровня ВГД в группе мышей при генетической инактивации гамма-синуклеина (γ-КО) и в группе мышей дикого типа в зави-

симости от возраста� По оси абсцисс – возраст животных (месяцы); по оси ординат – ВГД (мм рт� ст�)� Данные представлены на диаграмме М±m�

1 – группы контроля (мыши дикого типа), 2 – опытная группа (γ-КО мыши): 

* – р<0,000005 статистически значимые отличия группы γ-КО (3 мес) от группы контроля соответствующего возраста (3 мес); ** – р<0,005 стати-

стически значимые отличия группы контроля (5 мес) от группы (3 мес); *** – р<0,01 статистически значимые отличия группы γ-КО (5 мес) от груп-

пы контроля (3 мес); # – р<0,0006 статистически значимые отличия группы γ-КО (3 мес) от группы γ-КО (7 мес); ## – р<0,01 статистически значи-

мые отличия группы γ-КО (5 мес) от группы γ-КО (7 мес)� 
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можно, наибольшая разница ВГД у γ-KO мышей в мо-

лодом возрасте по сравнению с дикими мышами явля-

ется ранним симптомом заболевания. В связи с этим 

дальнейшие исследования проводили на мышах в воз-

расте 2,5–3,5 мес. 

Далее было проведено исследование влияния ин-

стилляций препаратов-регуляторов дофаминергиче-

ской системы на уровень ВГД у молодых мышей. По-

сле инстилляции Мелатонина 0,1% у γ-KO мышей че-

рез 30-60 мин отмечалось статистически значимое 

снижение (на 5-6 мм рт. ст.) уровня ВГД по сравнению 

с исходным. ВГД оставалось сниженным в течение 2 ч. 

В группе контроля уровень ВГД снижался незначи-

тельно – в среднем на 2 мм рт. ст. через 30 мин, и че-

рез 2 ч возвращалось к исходному уровню (рис. 2, а). 

После инстилляции дофамина 10% у γ-KO мышей 

через 30 мин  выявлено статистически значимое сни-

жение  уровня ВГД  в среднем на 6 мм рт. ст., через 60 

и 90 мин – на 5 мм рт. ст. В группе контроля через 

30 мин отмечалось незначительное (в среднем на 

1 мм рт. ст.) снижение уровня ВГД, при этом возврат 

к исходным значениям наблюдался уже через 1 ч 

(рис. 2, б).

После инстилляции Галоперидола 0,2% у γ-KO мы-

шей через 30 мин наблюдалось значимое (в среднем на 

5 мм рт. ст.) снижение, уровня ВГД сохранявшееся 

в течение 2 ч. При этом в группе контроля уровень ВГД 

снижался в среднем на 3 мм рт. ст. и через 2 ч возвра-

щался к исходным значениям (рис. 2, в).

Таким образом, препараты-регуляторы дофами-

нергической системы (Мелатонин 0,1%, дофамин 10%, 

Галоперидол 0,2%) у γ-KO мышей вызывали статисти-

чески значимо более выраженное снижение уровня 

ВГД, чем у диких мышей.

Иные результаты были получены при инстилляци-

ях препаратов, влияющих на адренергическую систе-

му. После применения Мезатона 0,1% значимых раз-

личий ∆ВГД между группой опытных мышей и диких 

мышей не наблюдалось Инстилляции Тимолола 0,5% 

также не вызвали существенных различий ∆ВГД меж-

ду опытной и контрольной группой. Итак, препараты-

регуляторы адренергической системы вызывали схо-

Таблица

Максимальные и минимальные значения Вгд в опытной и контрольной группе в зависимости от возраста

Возраст мышей 3 мес 5 мес 7 мес

группа γ-KO контроль γ-KO контроль γ-KO контроль

ВГД
max

 мм рт. ст. 11 8 12 10 14 12

ВГД
min

мм рт. ст.

8 6 9 8 11 9

рис. 2. Изменение ∆ВГД в группе мышей при генетической инактивации гамма-синуклеина (γ-КО) и контрольных мышей дикого типа после ин-

стилляции: а – мелатонина 0,1%; б – дофамина 10%; в – галоперидола 0,2%�

По оси абсцисс – время (мин); по оси ординат – ∆ВГД (мм рт�ст)�

Данные представлены на графиках М±m�

1 – группа контроля (мыши дикого типа), на каждом графике n=20; 2 –опытная группа (γ-КО мыши), на каждом графике n=16� * – р<0,03,  

** – р<0,02, # – р<0,0008 статистически значимые отличия группы γ-КО от группы контроля�

a б в
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жее снижение уровня ВГД как в опытной, так и в кон-

трольной группе, однако у γ-KO мышей наблюдалась 

более выраженная, чем у диких, тенденция к сниже-

нию уровня ВГД (рис. 3, а, б).

Результаты исследования показали, что у γ-KO мы-

шей по сравнению с мышами дикого типа происходят 

более значительные изменения уровня ВГД при ин-

стилляции регуляторов дофаминергической системы 

по сравнению с регуляторами адренергической систе-

мы. При отсутствии γ-синуклеина у мышей после ин-

стилляций мелатонина, Галоперидола и дофамина уро-

вень ВГД длительно и существенно снижается (более, 

чем на 4-5 мм рт. ст.). В связи с выпадением функции 

γ-синуклеина, участвующего в метаболизме дофами-

на у γ-KO мышей, может изменяться содержание до-

фамина в тканях глаза, в том числе, в переднем отде-

ле, где дофаминергическая система активно участвует 

в регуляции ВГД [21, 24]. Вероятно, это объясняет тот 

факт, что дофаминергические регуляторы более суще-

ственно снижают ВГД у γ-KO мышей.

заключение

Таким образом, регуляторы дофаминергической 

системы вызывают более выраженное снижение уров-

ня ВГД у γ-КО мышей по сравнению с регуляторами 

адренергической системы. Предложенный способ 

оценки динамики изменения ВГД после однократной 

инстилляции в глаз препаратов-регуляторов, влияю-

щих на метаболизм дофамина (Галоперидол, дофамин, 

мелатонин), может  выявлять и прогнозировать разви-

тие дисфункции γ-синуклеина, развивающейся вслед-

ствие НДЗ или другого заболевания, связанного с па-

тологией γ-синуклеина, что в свою очередь может быть 

использовано для формирования групп риска для ди-

намического наблюдения и выбора превентивных ле-

чебных мероприятий. 
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борзенок с.а., Мушкова и.а., Шкандина Ю.В., соболева М.а.

Изучение биосовместимости интракорнеальных линз  
в экспериментально-морфологическом исследовании ex vivo 

ФГАУ НМИЦ «МНТК ”Микрохирургия Глаза” им� акад� С�Н� Федорова» Минздрава России, 

127486, Москва, Россия, Бескудниковский бульвар, 59А 

В настоящее время в клинической практике с целью коррекции пресбиопии применяются несколько видов интракорне-

альных линз (ИКЛ) [5]� Актуальным представляется поиск биосовместимого материала, инертного по отношению к ткани 

стромы роговицы, в присутствии которого клетки стромы роговицы обладают сниженной тенденцией к адгезии и проли-

ферации� В исследовании были  использованы 2 различных полимера на основе гидроксиэтилметакрилата (ГЭМА) и оли-

гоуретанметакрилата (ОУМА), потенциально пригодных для их изготовления�

Цель работы -   изучение ex vivo реакции роговицы донора-трупа на имплантацию интракорнеальных линз, изготовлен-

ных из полимерных материалов на основе ГЭМА и ОУМА� 

Методика� Для моделирования процесса интракорнеальной имплантации использовали глазные яблоки доноров-тру-

пов (ГЯДТ)� Сформированы 4 экспериментальные группы (по 3 глазных яблока в каждой): 1-я – опытная группа «ГЭМА»; 2-я 

– опытная группа «ОУМА», 3-я – группа сравнения «Хронический контроль» и 4-я – группа сравнения «Острый контроль»� 

По окончании исследования оценивали морфологическими методами наличие на изучаемых поверхностях клеток  волок-
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микроскопии� 
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Currently, several types of intracorneal lenses (ICL) are used in clinical practice to correct presbyopia� It seems relevant to search 

for a biocompatible material that is inert with respect to corneal stromal tissue, in the presence of which corneal stromal cells 
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would less tend to adhesion and proliferation� This study used two different polymers based on hydroxyethylmethacrylate (HEMA) 

and olygouretanmethacrylate (OUMA)� 

the aim was to study the ex vivo reaction of cadaver corneas to implantation of ICLs made of polymeric materials based on HEMA 

and OUMA�

Methods� The process of intracorneal implantation was modeled on eyeballs from cadaver donors (EBCD)� Four experimental groups 

were formed: 1) «HEMA» experimental group (3 EBCD); 2) «OUMA» experimental group (3 EBCD); 3) «chronic control» comparison 

group (4 EBCD); and 4) «acute control» comparison group (3 EBCD)� The presence of fibrous connective tissue elements on the stud-

ied surfaces and the degree of ICL deformation were evaluated at the end of the study� Images obtained with different methods, 

fluorescence microscopy and scanning electron microscopy, were qualitatively compared in the experimental and control groups� 

results. According to results of the ex vivo study, the developed lenses did not tend to encapsulate� In experimental groups, cel-

lular-fibrous elements were found on the surface of the ICL� However, there was no monolayer of cells or fibrous elements on the 

ICL in experimental groups, which suggested that the adhesive properties of studied polymeric materials are minimal� 

conclusions� Results of this experimental ex vivo study showed that ICLs made of either polymeric material (HEMA or OUMA) are 

potentially suitable for intracorneal implantation and can be recommended for further study in clinical conditions due to their 

biological compatibility�
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Введение

В настоящее время в клинической практике с целью 

коррекции пресбиопии применяются несколько видов 

интракорнеальных линз (ИКЛ). Одним из основных 

требований, предъявляемых к современным ИКЛ, явля-

ется высокая биосовместимость материала, из которого 

изготовлена линза, для обеспечения оптимального есте-

ственного движения питательных веществ через рого-

вицу [1–5]. Материал ИКЛ не должен быть токсичным, 

биорезорбируемым и не должен инкапсулироваться, 

иными словами, изделие должно находиться в строме 

роговицы сколько угодно долго без провокации помут-

нения и расплавления последней, сохраняя изначально 

заданную форму и оптические свойства. Выраженность 

инкапсуляции напрямую связана с адгезивными свой-

ствами поверхности импланта. Чем выше адгезивная 

способность клеток стромы роговицы (КСР) к поверх-

ности изделия, тем более выражен фибропластический 

процесс [6]. При этом происходит образование плотной 

капсулы и, как следствие, снижение прозрачности ро-

говицы. Актуальным представляется поиск биосовме-

стимого материала, инертного по отношению к ткани 

стромы роговицы, в присутствии которого КСР обла-

дают сниженной тенденцией к адгезии и пролиферации 

[7–10]. Среди доступных эластичных материалов, име-

ющих положительный опыт применения в офтальмохи-

рургии (ИОЛ, интрастромальные роговичные сегмен-

ты, внутрикапсульные кольца и др.), в данном исследо-

вании были выбраны 2 различных полимера на основе 

гидроксиэтилметакрилата (ГЭМА) и олигоуретанмета-

крилата (ОУМА) [11–14]. 



14

Original articlePathological Physiology and Experimental Therapy, Russian journal. 2020; 64(4)  

 DOI: 10.25557/0031-2991.2020.04.12-19

Цель работы – изучение в экспериментально-мор-

фологическом исследовании ex vivo реакцию роговицы 

донора-трупа на имплантацию ИКЛ, изготовленных из 

полимерных материалов на основе ГЭМА и ОУМА.

Методика

Исследование выполнено на базе лаборатории 

Центра фундаментальных и прикладных медико-био-

логических проблем ФГАУ НМИЦ «МНТК ”Микро-

хирургия глаза”» им. акад. С.Н. Федорова» Минздра-

ва России. Сканирующая электронная микроскопия 

выполнена на базе лаборатории анатомии микроорга-

низмов ГУ «НИИ эпидемиологии и микробиологии 

им. Н.Ф. Гамалеи». Протокол исследования одобрен 

этической комиссией ФГАУ НМИЦ «МНТК ”Микро-

хирургия глаза”» им. акад. С.Н. Федорова».

Изучение тканевой реактивности роговицы донора 

трупа в ответ на имплантацию разработанных ИКЛ осу-

ществлялось в условиях органного нормотермического 

культивирования с использованием визуализириующих 

методов исследования: флуоресцентной микроскопии 

(ФМ) и сканирующей электронной микроскопии (СЭМ). 

Впервые для изучения биосовместимости полимерных 

материалов, потенциально пригодных для интракорне-

альной имплантации, в нашем исследовании была вы-

брана модель органной культуры роговицы человека.

В качестве ИКЛ были изготовлены эксперимен-

тальные изделия из полимерных материалов на ос-

нове ГЭМА (ООО «НЭП МГ» г. Москва) и ОУМА 

(ООО «Репер-НН» г. Нижний Новгород) с параме-

трами (таблица), рассчитанными в процессе матема-

тического моделирования.

Для моделирования процесса интракорнеальной 

имплантации использовали глазные яблоки доноров-

трупов (ГЯДТ), с максимально возможными параме-

трами жизнеспособности всех слоев роговицы. 

Были сформированы  4 экспериментальные группы:

1. Опытная группа «ГЭМА» (3 ГЯДТ) — в строме 

роговицы ГЯДТ формировали внутрироговичный кар-

ман (ВРК), внутрь которого имплантировали ИКЛ из 

материала ГЭМА. После имплантации роговично-

склеральный диск (РСД) выкраивали и культивирова-

ли в стандартных условиях в течение 3 мес. По окон-

чании культивирования проводили морфологические 

исследования1;

2. Опытная группа «ОУМА» (3 ГЯДТ) — те же эта-

пы, что и в группе «ГЭМА», но имплантировали ИКЛ 

из материала ОУМА;

3. Группа сравнения «Хронический контроль» (ХК) 

(4 ГЯДТ) — те же этапы, что и в первых двух группах, 

но без имплантации ИКЛ;

4. Группа сравнения «Острый контроль» (3 ГЯДТ) 

— те же этапы, что и в группе «Хронический контроль», 

но без культивирования. 

В строме роговицы всех ГЯДТ формировали вну-

трироговичный карман для ИКЛ и в опытных группах 

имплантировали ИКЛ  (рис. 1) согласно Протоколу им-

плантации ИКЛ. 

Органное культивирование. Сразу после хирургиче-

ского этапа роговично-склеральный диск выкраивали 

и культивировали in vitro, для чего его переносили  в 

культуральный флакон с площадью дна 25 см2 (Corning, 

США) в положении боуменовой мембраной вниз. До-

бавляли в  флакон 25 мл питательной среды состава: 

среда Игла в модификации Дульбекко в смеси с  сре-

дой Хэма F12 1:1 (DMEM/F12 (ПанЭко, Россия), эм-

бриональная телячья сыворотка 5% (HyClone, США), 

смесь антибиотиков 1% (MP Biomedicals, США), 

L-глутамин 2 ммоль/л (ПанЭко, Россия). Далее про-

Таблица

Параметры иКл изготовленных для проведения экспериментально-морфологического исследования ex vivo

Материал ИКЛ ГЭМА ОУМА

Форма Менискообразная Менискообразная

Диаметр 2,5 мм 2,5 мм

Оптическая сила 3 дптр 3 дптр

Показатель преломления материала 1,430 1,505

Радиус кривизны задней поверхности 7,8 мм 7,8 мм

Радиус кривизны передней поверхности 5,4 мм 6,6 мм

Количество 3 3

1Борзенок С�А� Медико-технологические и методологические основы 

эффективной деятельности глазных тканевых банков России в обеспе-

чении операций по сквозной трансплантации роговицы: – дис� д-ра 

мед� наук� Москва, 2008� 306 с�
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водили инкубацию в стандартных условиях (37 оС; 5% 

концентрация СО
2
; 95% влажность; инкубатор NU-

5510 (NuAire, США) в течение 3 мес. Питательную сре-

ду заменяли каждые 3 сут.

Морфологическое исследование. Для доступа к зоне 

интереса все роговично-склеральные диски готовили 

к микроскопии (рис. 2) согласно Протоколу вскрытия 

внутрироговичного кармана (ВРК).

После вскрытия внутрироговичного кармана во 

всех исследуемых группах изучали с помощью флуо-

ресцентной микроскопии и сканирующей электрон-

ной микроскопии «крышку» и «ложе» роговицы. По 

окончании исследования оценивали наличие на изу-

чаемых поверхностях клеток, волокнистых соедини-

тельнотканных элементов и степень деформации ИКЛ. 

Качественно сравнивали изображения, полученные 

различными методами, в опытных и контрольных 

группах.

результаты

   Флуоресцентная микроскопия. После окраски 

Hoechst 33258 в группах ГЭМА, ОУМА и «хронический 

контроль» на поверхности «ложа» роговицы и «крыш-

ки» определяли с помощью флуоресцентного микро-

скопа скопления клеточных элементов, предположи-

тельно клеток стромы роговицы (рис. 3 а, б, в). Наи-

большее количество клеток располагалось в проекции 

основания внутрироговичного кармана. В опытных 

группах (ГЭМА и ОУМА) скопления клеток на поверх-

ности «ложа» визуально были более плотными, чем в 

контрольной группе «хронического контроля». Кроме 

того, на поверхности имплантированных ИКЛ обна-

руживали единичные клеточные элементы, однако 

определить значимые различия в плотности адгезиро-

ванных элементов в группах ГЭМА и ОУМА не пред-

ставлялось возможным. В группе сравнения «острый 

контроль» на поверхности «ложа» и «крышки» внутри-

роговичного кармана клеточные элементы не визуа-

лизировались.

Сканирующая электронная микроскопия (СЭМ). При 

СЭМ в группах ГЭМА, ОУМА и «хронический контроль» 

на поверхности «ложа» роговицы определялись клетки 

стромы роговицы  в виде скоплений и отдельных элемен-

тов, волокнистые мембраны, по форме напоминающие 

соединительнотканные волокна, и волокнисто-клеточ-

ные ассоциаты. На электронограммах «крышки» обна-

руживали аналогичные структуры, однако в значитель-

но меньшем количестве, чем на поверхности «ложа». 

Наибольшее количество клеток в группах ГЭМА, ОУМА 

и «хронический контроль» локализовалось в проекции 

основания внутрироговичного кармана   в виде выпуклых 

элементов округлой формы (рис. 4). 

На поверхности имплантированных ИКЛ в опыт-

ных группах визуализировались клеточные элементы 

и немногочисленные волокнистые структуры. Клет-

ки отличались по форме от обнаруженных у основа-

ния внутрироговичного кармана (выпуклых и окру-

глых). Адгезированные к импланту клетки по форме 

напоминали фибробласты — уплощенные, с наличи-

ем ядер и нескольких отростков (рис. 5). Значимых 

визуальных отличий в плотности адгезированных кле-

ток в группах ГЭМА и ОУМА методом СЭМ обнару-

жить не удалось.

В группе ГЭМА на поверхности имплантирован-

ной ИКЛ определялись многочисленные волокнистые 

мембраны в виде «нежной сеточки», имеющие тенден-

цию к сворачиванию в «трубочку» (рис. 6, а). В группе 

ОУМА мембраны визуализировались более «грубыми» 

рис. 1. Имплантированная ИКЛ в строму донорской роговицы� рис. 2. Вскрытие внутрироговичного кармана (ВРК)� «Крышка» ВРК (1) 

отсечена, визуализируется ИКЛ (2), располагающаяся на «ложе» (3)�
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и «плотными», однако были не так многочисленны, 

как в группе ГЭМА (рис. 6, б). В ходе исследования 

формирование грубой соединительнотканной капсу-

лы вокруг импланта в опытных группах отмечено не 

было. На электронограммах поверхности «ложа» и 

«крышки» в группе «острый контроль» клеточно-во-

локнистые структуры не визуализировались (рис. 7).

Обсуждение

По результатам проведенных морфологических 

исследований в группах ГЭМА, ОУМА и ХЭ на вну-

тренних поверхностях внутрироговичного кармана 

были обнаружены клеточно-волокнистые структу-

ры, появление которых, вероятно, было обусловле-

но реакцией ткани роговицы на хирургическую трав-

рис. 3. Флуоресцентная микроскопия, ув� 40� 

а – «ложе» роговицы прямоугольной формы� ИКЛ группы «ГЭМА» в «ложе»� Скопления клеточных элементов; б – «ложе» внутрироговичного 

кармана прямоугольной формы� ИКЛ группы «ОУМА» в «ложе»� Клеточные элементы на поверхности имплантированной ИКЛ; в – «ложе» груп-

пы «хронический контроль»� Слепой конец внутрироговичного кармана� Поверхность покрыта клетками�

рис. 4. Cканирующая электронная микроскопия� Группа «ГЭМА»� По-

верхность «ложа» внутрироговичного кармана� Волокнисто-клеточ-

ные ассоциаты, ув� 800�

рис. 5. Cканирующая электронная микроскопия� Группа «ГЭМА»� По-

верхность ИКЛ� Адгезированные волокнисто-клеточные структуры на 

поверхности ИКЛ� Уплощенные клетки с множеством отростков (ука-

заны стрелками), ×3000�

a б в
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рис. 6. Cканирующая электронная микроскопия� Поверхность ИКЛ;

а – группа «ГЭМА»� Волокнистая мембрана в виде «нежной сеточки», сворачивачивающейся в «трубочку», ув� 3000; б – группа «ОУМА»� Волок-

нистая структура в виде «плотной сеточки», ув� 800�

рис. 7. Cканирующая электронная микроскопия� Группа «ОК»� Поверх-

ность вскрытого внутрироговичного кармана� Поверхность «крышки» 

без видимых клеток и волокнистых мембран, увеличение ув� 3000�

му. Наибольшее количество клеток в указанных 

группах располагалось в проекции основания вну-

трироговичного кармана, что возможно было обу-

словлено близостью лимбальной зоны. Отсутствие 

клеток стромы роговицы  (КСР) на поверхности «ло-

жа» и «крышки» в контрольной группе «острый кон-

троль» было связано с тем, что препараты этой груп-

пы фиксировали сразу же по окончании хирургиче-

ского этапа, исключая возможность клеточной 

миграции и пролиферации.

Обнаружение клеточных и волокнистых элемен-

тов на внутренней поверхности «крышки» в меньшем 

количестве, чем на «ложе», по всей вероятности, было 

обусловлено механическим вскрытием внутрирогович-

ного кармана  и последующими манипуляциями с тон-

ким слоем ткани в виде передних слоев стромы рого-

вицы.

На поверхности ИКЛ в опытных группах обна-

руживались адгезированные клеточно-волокнистые 

элементы, которые, однако, не образовывали единого 

монослоя ни в группе ГЭМА, ни в группе ОУМА, 

в связи с чем можно предположить наличие у иссле-

дуемых полимерных материалов минимальных адге-

зивных свойств. Экспериментальные образцы ИКЛ 

не имели тенденции к инкапсуляции. В группе ГЭМА 

волокнистые мембраны визуально были менее плот-

ными, чем в группе ОУМА, что представляется важ-

ным для имплантации в оптическую зону и потенци-

ально может влиять на зрительные функции пациен-

та. Однако, обнаруженные мембраны в виде «нежной 

сеточки» были многочисленны в группе ГЭМА, 

в то время как «плотные» волокнистые образования 

на поверхности ИКЛ из ОУМА были единичны, что 

затрудняло определение предпочтительности мате-

риала. 

a б
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Согласно результатам проведенного эксперимен-

тально-морфологическиого исследования, разработан-

ные ИКЛ из полимерных материалов на основе ГЭМА 

и ОУМА потенциально пригодны для интракорнеаль-

ной имплантации поскольку являются биологически 

совместимыми, однако требуют дополнительного из-

учения   в клинических условиях. 

Выводы

При имплантации полимерной ИКЛ с рефракци-

онной целью не должно происходить образования гру-

бой соединительнотканной капсулы, при этом мини-

мальная адгезия клеточно-волокнистых структур на 

поверхности импланта также является необходимым 

условием для сохранения оптических свойств рогови-

цы. Согласно результатам проведенного исследования 

ex vivo разработанные линзы не имели тенденции к ин-

капсуляции. 

По окончании исследования на поверхности 

ИКЛ в опытных группах обнаруживались адгезиро-

ванные клеточно-волокнистые элементы, которые, 

однако, не образовывали единого монослоя ни в 

группе ГЭМА, ни в группе ОУМА, в связи с чем мож-

но предположить наличие у исследуемых полимер-

ных материалов минимальных адгезивных свойств. 

В группе ГЭМА волокнистые мембраны визуально 

были менее плотными, чем в группе ОУМА, что 

представляется на наш взгляд важным для имплан-

тации в оптическую зону. Однако, обнаруженные 

мембраны в виде «нежной сеточки» были многочис-

ленны в группе ГЭМА, в то время как «плотные» во-

локнистые образования на поверхности ИКЛ из  

ОУМА были единичны. 

Согласно данным проведенного исследования на-

хождение разработанных ИКЛ в строме роговиц вы-

звало клеточно-тканевую реакцию, сопоставимую по 

уровню с таковой, вызываемой идентичным хирурги-

ческим вмешательством, но без имплантации ИКЛ.

Изделия из полимерных материалов (ГЭМА и ОУ-

МА) представляются потенциально пригодными для 

интракорнеальной имплантации и могут быть реко-

мендованы к дальнейшему изучению в клинических 

условиях, поскольку являются биологически совме-

стимыми. 

Клеточно-тканевая реакция ткани роговицы доно-

ра трупа на имплантацию разработанных ИКЛ сопо-

ставима c реакцией на формирование ВРК без введе-

ния линзы, что подтверждает инертность разработан-

ных ИКЛ.
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УДК 616�13�002�2-004�6

богданов л.а., Великанова е.а., Шишкова д.К., Шабаев а.р., Кутихин а.г.

Ремоделирование неоинтимы при каротидном атеросклерозе: 
влияние матриксных металлопротеиназ-2 и -9  
и сосудистых гладкомышечных клеток различного фенотипа

ФГБНУ «Научно-исследовательский институт комплексных проблем сердечно-сосудистых заболеваний», 

650002, Кемерово, Россия, Сосновый бульвар, д� 6

Цель исследования – изучение распространенности и локализации сосудистых гладкомышечных клеток (СГМК) различного 

фенотипа в составе атеросклеротических бляшек сонной артерии, а также взаимосвязи различных клеточных популяций 

неоинтимы с экспрессией матриксных металлопротеиназ (ММП)-2 и ММП-9 в зависимости от степени стабильности бляшки� 

Методы. Проведено иммуногистохимическое исследование 16 атеросклеротических бляшек (8 клинически нестабильных 

и 8 стабильных), полученных при каротидной эндартерэктом в связи с гемодинамически значимым стенозом� Оценка сокра-

тительной способности СГМК проводилась при использовании метода иммуногистохимического типирования альфа-актина 

гладких мышц (α-SMA), синтетического, макрофагального и остеогенного фенотипов СГМК посредством типирования виме-

тина, СВ68 и RUNX2 соответственно� Активность ремоделирования определялась посредством выявления ММП-2 и ММП-9�

результаты. Показано, что около трети каротидных бляшек характеризовались высокой экспрессией MMП-9 CD68-

положительными клетками, что не коррелировало с их нестабильностью� Локализация, содержание и соотношение СГМК 

различного фенотипа и макрофагов значительно варьировали в зависимости от бляшки� Общей закономерностью было 

преимущественное послойное типирование на α-SMA в зоне интактных эластических волокон медии и, реже, в фиброз-

ной покрышке или прилегающих участках� CD68-положительные клетки визуализировались в толще неоинтимы; некото-

рая их доля была колокализована с α-SMA, отражая СГМК макрофагального фенотипа� Положительное реакция на вимен-

тин наблюдалась на границе с эластическими волокнами медии, либо с основной клеточной массой неоинтимы и харак-

теризовалась прилегающим бесклеточным экстрацеллюлярным матриксом, что свидетельствовало об активном синтезе 

его соответствующими клетками� Также в неоинтиме обнаруживались клетки положительные как на RUNX2 и α-SMA, так и 

исключительно RUNX2-положительные клетки� 

заключение. Каротидные атеросклеротические бляшки характеризуются различной локализацией, содержанием и соотно-

шением СГМК сократительного, синтетического, макрофагального и остеогенного фенотипов, при этом экспрессия ММП-2 

и ММП-9 была ограничена CD68-положительными макрофагами и СГМК макрофагального фенотипа�

Ключевые слова: каротидный атеросклероз; сосудистое ремоделирование; гладкомышечные клетки; матриксные 

металлопротеиназы; ММП-2; ММП-9; CD68; RUNX2
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Bogdanov l.a., velikanova e.a., shishkova d.K., shabaev a.r., Kutikhin a.g.

neointimal remodeling in carotid atherosclerosis: roles of matrix metalloproteinases-2 and -9 and 

different phenotypes of vascular smooth muscle cells 

Research Institute for Complex Issues of Cardiovascular Diseases, 

Sosnovy Blvd� 6, Kemerovo 650002

aim.To study prevalence and localization of different phenotypes of vascular smooth muscle cells (VSMCs) in carotid atheroscle-

rotic plaques and to examine expression of matrix metalloproteinase (MMP)-2 and MMP-9 in relation to different cell populations 

within the neointima� 

Methods. The immunohistochemical examination was performed on 16 atherosclerotic plaques (8 unstable and 8 stable) excised 

during carotid endarterectomy for critical stenosis� VSMCs of contractile, synthetic, macrophagic, and osteogenic phenotypes were 

identified by staining for α-smooth muscle actin (α-SMA), vimentin, CD68, and RUNX2, respectively� Activity of neointimal remod-

eling was assessed by staining for MMP-2 and MMP-9� 

results. Approximately one-third of atherosclerotic plaques was positively stained for MMP-9 exclusively expressed in CD68-pos-

itive cells, which however, did not correlate with plaque ruptures� Localization, content, and ratio of different VSCM phenotypes 

significantly varied in different plaques� Positive α-SMA staining was found mainly in the intact media and fibrous cap� In contrast, 

both CD68-positive and CD68/α-SMA double-positive cells were detected within the neointima but not in the media� Vimentin 

was expressed in the neointima between the medial layers and fibrous cap near the acellular extracellular matrix suggesting its 

active production by mesenchymal cells� Both RUNX2- and RUNX2 α-SMA double-positive cells indicative of VSMC osteogenic dif-

ferentiation were also observed in the neointima� conclusion. Carotid atherosclerotic plaques contained VSMCs of all phenotypes, 

which were differentially localized within the neointima; however, the MMP-2 and MMP-9 expression was restricted to CD68-pos-

itive macrophages and CD68/α-SMA-positive VSMCs of the macrophagal phenotype�
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Введение 

Ремоделирование экстрацеллюлярного матрикса 
(ЭЦМ) представляет собой универсальный физиоло-
гический процесс, в норме поддерживающий гомео-
стаз в различных органах и тканях посредством адап-
тации внеклеточного микроокружения к механиче-
ским и биологическим воздействиям [1]. Динамически 

изменяющийся ЭЦМ, в свою очередь, аналогичным 
образом воздействует на клетки, регулируя как меха-
нически опосредованную передачу сигнала (механо-
трансдукцию), так и запуская или ингибируя различ-
ные внутриклеточные сигнальные пути при помощи 
специфических лигандов [2, 3].
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Динамика и структура ремоделирования ЭЦМ 
определяются соотношением активности и варианта-
ми течения двух противоположных процессов – депо-
нирования и деградации ЭЦМ [4]. Депонирование 
ЭЦМ происходит в результате синтеза его компонен-
тов (коллагенов, гликопротеинов, протеогликанов, ре-
гуляторов, секретируемых факторов и непосредствен-
но связанных с ЭЦМ молекул) синтетически активны-
ми клетками, в то время как деградация ЭЦМ 
осуществляется в основном за счет протеолиза вслед-
ствие действия матриксных металлопротеиназ (ММП), 
дезинтегринов-металлопротеаз (ADAMs и ADAMTS), 
катепсинов, гепараназы и других [4]. Из представлен-
ных типов регуляторов ЭЦМ наиболее обильно и уни-
версально секретируемыми различными типами кле-
ток являются матриксные металлопротеиназы (ММП) 
[5-9]. В норме регулируя физиологические изменения 
ЭЦМ, ММП в незначительном количестве присутству-
ют и в здоровых тканях [7, 9], однако при развитии ря-
да связанных с воспалением патологических процес-
сов секреция ММП клетками мезенхимального ряда и 
иммунокомпетентными клетками значительно повы-
шается, что вызывает соответствующее ремоделирова-
ние ЭЦМ [4, 5-8]. 

Из всех ММП в изучении атеросклероза наиболь-
ший интерес представляют ММП-2 и ММП-9 (жела-
тиназы A и B), поскольку они секретируются гладки-
ми миоцитами медии сосудов или сосудистыми глад-
комышечными клетками (СГМК) и макрофагами, а их 
специфичными субстратами являются компоненты ба-
зальной мембраны сосудов (коллаген IV типа и лами-
нин) и основной белок эластических волокон средней 
оболочки сосудов (медии) эластин [5, 9]. 

Принято считать, что ММП-2 и ММП-9 секрети-
руется в большом количестве как макрофагами, так и 
сосудистые гладкомышечные клетки (СГМК) [6, 10-
12], однако распространенная в атеросклеротических 
бляшках трансдифференцировка СГМК с приобрете-
нием ими синтетического, макрофагального и остео-
генного фенотипа [10–12] существенно затрудняет точ-
ную идентификацию ответственных за синтез ММП-
2 и ММП-9 клеточных популяций. В то же время 
можно предположить, что локализация и роль различ-
ных популяций неоинтимальных СГМК в ремодели-
ровании ЭЦМ будет значительно различаться.

Целью данной работы является исследование 
распространенности и локализации различных фе-
нотипов СГМК в составе атеросклеротических бля-
шек из сонной артерии, а также связь различных кле-
точных популяций неоинтимы с секрецией ММП-2 
и ММП-9 в клинически нестабильных вызвавших 

острое нарушение мозгового кровообращения и ста-
бильных бляшках. 

Методика 

В качестве объектов исследования были выбраны 
16 атеросклеротических бляшек, удаленных во время 
каротидной эндартерэктомии по причине гемодина-
мически значимого стеноза сонной артерии, который 
в половине случаев (8 бляшек) приводил к  острому на-
рушению мозгового кровообращения (ОНМК). Таким 
образом, атеросклеротические бляшки были клиниче-
ски разделены на нестабильные (вызвавшие ОНМК 
вследствие своего разрыва) и стабильные (обусловли-
вающие хроническую ишемию головного мозга, но не 
ставшие причиной ОНМК. Протокол исследования 
был одобрен локальным этическим комитетом НИИ 
КПССЗ. До включения в исследование от всех паци-
ентов было получено письменное информированное 
согласие.

После выполнения оперативного вмешательства 
бляшки, помещенные в пластмассовый контейнер 
с 0,9% раствором хлорида натрия, на льду доставляли 
в лабораторию и моментально замораживали в метал-
лической цилиндрической форме в криосреде Tissue-
Tek (каталожный номер 4583, Sakura) при помощи по-
гружения металлической формы в сосуд Дьюара с жид-
ким азотом. Такая методика позволяла обеспечить луч-
шую сохранность ткани, препятствуя кристаллизации 
при ее заморозке. Замороженные атеросклеротические 
бляшки хранили в морозильной камере при темпера-
туре -140 ºC. Производили серийную резку образцов 
на криотоме (Microm HM 525, Thermo Scientific), по-
мещая на стекло 8 срезов толщиной 5 мкм, толщина 
отсекаемого материала между серийными срезами со-
ставляла 400 мкм. 

На первом этапе для оценки общей микрострукту-
ры атеросклеротической бляшки производили окраши-
вание гематоксилин-эозином, для этого использовали 
гематоксилин Джилла (БиоВитрум, Россия) и водно-
спиртовой концентрированный эозин, разбавленный в 
25% этиловом спирте (БиоВитрум, Россия).

Фиксацию криозамороженных образцов после их 
резки для иммунотипирования проводили в течение 
10 мин  4% параформальдегидом при использовании 
внутриклеточных маркеров, и ацетоном для поверх-
ностных маркеров, с последующей трехкратной отмыв-
кой (5 мин) в фосфатно-солевом буфере (pH 7,4) на 
шейкере (Polymax 1040, Heidolph, 25 об/мин) при ком-
натной температуре. 

Иммуногистохимическую реакцию выполняли с 
использованием набора Novolink Polymer Detection 
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Systems Novocastra (RE7150-CE, Leica Biosystems) со-
гласно модифицированному протоколу производите-
ля. После блокировки эндогенной пероксидазы 
4% раствором пероксида водорода (Peroxidase Block) 
срезы дважды отмывали в фосфатно-солевом буфере, 
производили блокировку неспецифического связыва-
ния антител 0,4% солевым раствором казеина со вспо-
могательными реагентами (Protein Block) в течение 1 ч. 
Отмывки после этой стадии перед обработкой срезов 
первичными антителами не выполняли. В качестве 
первичных антител использовали антитела Abcam к 
маркерам: эндопептидаз ЭЦМ ММП-2 (ab92536, 
1:1000) и ММП-9 (ab38898, 1:1000); фенотипа остео-
генной дифференцировки –  RUNX2 (ab76956, 1:500); 
клеток мезенхимального ряда и синтетического фено-
типа СГМК – виментин (ab16700, 1:1000); макрофагов 
CD68 (ab955 мышиное и ab125212 кроличье). Антите-
ла разводили согласно протоколу производителя в 
1% солевом растворе бычьего сывороточного альбуми-
на. Инкубация с первичными антителами производи-
лась в течение ночи в накрытом влажном коробе при 
температуре +4 ºC. На следующий день срезы трижды 
отмывали в фосфатно-солевом буфере и инкубирова-
ли с вторичными антителами против кролика (Novo-
link Polymer) в течение 30 мин. В случае с первичным 
антителом мыши (ab955) перед добавлением антител 
против кролика добавляли вторичное антитело кроли-
ка против мыши (Post Primary) и также инкубировали 
в течение 30 мин  с последующей трехкратной отмыв-
кой в фосфатно-солевом буфере. На каждом стекле вы-
деляли по одному срезу с отрицательным контролем 
первичного и вторичного антител.

После трехкратной отмывки фосфатно-солевым 
буфером срезы обрабатывали 0,087% раствором диа-
минобензидина (после разведения 1,74% диаминобен-
зидина в его растворителе из набора) в течение 2 мин. 
Затем срезы отмывали бидистиллированной водой и 
помещали в гематоксилин Джилла (БиоВитрум) на 
10 мин. После подсинения срезов в проточной воде их 
обезвоживали в трех сменах 95% этанола (5 мин каж-
дая), просветляли в 3 сменах ксилола (5 мин каждая), 
и заключали под покровное стекло (Витрогель, Био-
Витрум). Готовые микропрепараты анализировали при 
помощи светового микроскопа (Axio Imager.A1, Carl 
Zeiss) и объектива EC Plan-Neofluar 20x/0.50 M27 (Carl 
Zeiss) на увеличении x200. 

Для иммунофлюоресцентной реакции вышеуказан-
ных 5 бляшек применяли следующие первичные кро-
личьи и мышиные антитела компании Abcam, разве-
денные в 1% солевом растворе бычьего сывороточного 
альбумина: α-SMA (ab5694, 1:100) в сочетании с CD68 

(ab955, 1:100), RUNX2 (ab76956, 1:100) или липофиль-
ным красителем Нильским красным (Nile Red, 1 мкг/
мл), α-SMA (ab7817, 1:200) в сочетании с виментином 
(ab16700, 1:1000), а также CD68 (ab955, 1:100) в сочета-
нии с липофильным красителем Нильским красным 
(Nile Red, 1 мкг/мл). Типирование первичными анти-
телами проводилось после фиксации тканей в ацетоне 
(10 мин), трехкратной отмывки в фосфатно-солевом бу-
фере и блокирования неспецифического связывания 
1% солевым раствором бычьего сывороточного альбу-
мина (1 ч), продолжительность инкубации составляла 
16 ч. Все указанные клеточные антигены после трех-
кратной отмывки в фосфатно-солевом буфере визуали-
зировались при помощи меченных флюорофорами Al-
exa Fluor (488 и 555) вторичных антител козла против 
кролика (ab150077 или ab150078) и мыши (ab150113 или 
ab150114), разведенных в 1% солевом растворе бычьего 
сывороточного альбумина в соотношении 1:500 (инку-
бация в течение 1 ч при комнатной температуре). Для 
заключения использовалась среда ProLong Gold Anti-
fade (Invitrogen). Готовые микропрепараты анализиро-
вали при помощи конфокального микроскопа 
(LSM 700, Carl Zeiss), ув. 200. 

Подсчет доли положительных клеток на снимках 
проводился в программе ImageJ (National Institutes of 
Health) по следующему алгоритму: 1) разбиение изо-
бражения по каналам (Image -> Color -> Split Chan-
nels); 2) бинаризация изображения по каналу интере-
са (Image – Adjust – Threshold); 3) подсчет общего ко-
личества клеток по числу ядер на синем канале (Analyze 
-> Analyze Particles (size from 50 to infinity); 4) подсчет 
соотношения положительно окрашенных клеток (по 
ко-локализации ядер клеток на синем канале с окра-
шиванием на красном или зеленом канале в зависи-
мости от антитела) к общему количеству клеток (ядра, 
синий канал). 

результаты и обсуждение 

Иммуногистохимическое типирование   показало 
наличие различных клеточных популяций, гетероген-
но локализованных в составе атеросклеротической 
бляшки (рис. 1, а). В бляшках присутствовали как бо-
гатые клетками участки, так и обширные зоны, запол-
ненные лишенным клеток массивом ЭЦМ (рис. 1, б). 
Наибольшую концентрацию клеток наблюдали в зо-
не, прилегающей к фиброзной покрышке (рис. 1, б). 
В некоторых бляшках визуализировались пустоты не-
правильной формы, образовавшиеся в результате вы-
падения кальция при ИГХ реакции (рис. 1, в). Вокруг 
этих полостей располагался как бесклеточный ЭЦМ, 
так и скопления клеток (рис. 1, б). 
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На первоначальном этапе развития атеросклеро-
за после его запуска при нарушении целостности эн-
дотелия и/или воспаления в адвентиции основной 
клеточной популяцией, вносящей вклад в формиро-
вание неоинтимы, являются α-SMA-положительные 
СГМК [10-12]. Положительно окрашенные на α-SMA 
клетки были визуализированы во всех атеросклеро-

тических бляшках, они располагались послойно меж-
ду эластическими волокнами интактной, экспланти-
рованной при эндартерэктомии вместе с неоинтимой 
медии (рис. 2, а), либо обнаруживались в виде ско-
плений в фиброзной покрышке  или вблизи нее 
(рис. 2, б). Визуализация α-SMA было ассоциирова-
но с клетками и располагалось вокруг ядер либо диф-

рис. 1. Атеросклеротическая бляшка из сонной артерии� Иммуногистохимическое типирование клеточных популяций с окрашиванием ядер 

гематоксилином Джилла� Ув� 200� 

а – различные клеточные популяции (α-SMA-положительные клетки с сократительным фенотипом, CD68-положительные клетки с макрофа-

гальным фенотипом, виментин-положительные клетки с синтетическим фенотипом, RUNX2-положительные клетки с остеогенным фенотипом) 

в составе атеросклеротической бляшки; б – участки богатые клеточными популяциями и полностью лишенные их; в – пустоты, образовавшие-

ся вследствие выпадения кальция при резке тканей и типировании� 

рис. 2. Атеросклеротическая бляшка из сонной артерии� Иммуногистохимическое типирование антителами к маркеру сократительного фено-

типа α-SMA, с контрастированием ядер гематоксилином Джилла� Ув� 200� 

а – α-SMA-положительные клетки в составе интактных эластических волокон медии; б – α-SMA-положительные клетки в составе фиброзной по-

крышки� 

a

a б

б в
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фузно по всей клетке, что отражало его специфич-
ность (рис. 2, а, б). 

В составе атеросклеротической бляшки СГМК по-
степенно меняют свой фенотип с сократительного на 
синтетический, что способствует синтезу ими образу-
ющих неоинтиму компонентов ЭЦМ и сопровождает-
ся постепенной утратой секреции α-SMA [10-12]. Кро-
ме того, этот же процесс способствует и формированию 
фиброзной покрышки, которая сдерживает ядро   из со-
держащих липиды пенистых клеток, внеклеточных ли-
пидов и образовавшегося вследствие массивной гибе-
ли клеток детрита [10-12]. Классическими маркерами 
синтетического фенотипа in vitro являются коллаген 
I типа, ММП-2 и ММП-9 [10–12], однако эти белки 
входят в состав ЭЦМ и при иммуногистохимическом 
типировании не ассоциированы с клетками напрямую; 
кроме того, ММП также секретируются и другими кле-
точными популяциями, в особенности макрофагами 
[6]. Поэтому в качестве маркера синтетического фено-
типа СГМК был выбран виментин, секреция которого 
в целом характерна для всех клеток мезенхимального 
ряда, но усиливается в СГМК при смене их фенотипа 
на синтетический [13, 14]. Секреция виментина наблю-
далась в клетках, локализованных на границе с эласти-
ческими волокнами медии (рис. 3, а), либо, напротив, 
ближе к основной клеточной массе в неоинтиме (рис. 

3, б), что сочеталось с располагавшейся вблизи бескле-
точной массой ЭЦМ и может отражать активный син-
тез ЭЦМ на различных стадиях развития атеросклеро-
за мигрировавшими из медии СГМК. 

Работы последних лет показывают, что в зависи-
мости от преобладания того или иного стимула диф-
ференцировки СГМК способны приобретать не толь-
ко синтетический, но также и макрофагальный, остео/
хондрогенный и адипоцитарный фенотипы [10–12, 15]. 
С целью оценки данного феномена было выполнено 
иммуногистохимическое типирование  маркера макро-
фагов скавенджер-рецептор CD68 и транскрипцион-
ный фактор остеогенной дифференцировки RUNX2. 

На начальной стадии развития атеросклероза 
вследствие развития дисфункции и повреждения эн-
дотелия моноциты мигрируют в неоинтиму, диффе-
ренцируются в макрофаги и поглощают задерживае-
мые вследствие связи с отрицательно заряженными 
протеогликанами ЭЦМ положительно заряженные 
апоB-содержащие липопротеины [16, 17]. Мигрирую-
щие в неоинтиму СГМК медии также контактируют 
с данными липопротеинами, поглощают их и оказы-
ваются вовлеченными в развитие провоспалительно-
го микроокружения [18-20]. В то же время, в отличие 
от клеток миелоидного ряда, СГМК с прогрессирова-
нием атеросклеротического процесса теряют изначаль-
но более низкую способность к выбросу холестерола 
за счет снижения экспрессии мембранного транспор-
тера ABCA1 (ATP-binding cassette transporter A1), гипо-
секретируют маркер сократительного фенотипа α-SMA 
и начинают секретировать маркер макрофагов CD68 
[18–20]. Считается, что около 20–40% СГМК в соста-
ве неоинтимы характеризуются детектируемой экс-
прессией CD68 [18–20]. 

a б

рис. 3. Иммуногистохимическое типирование антителами к маркеру синтетического фенотипа виментину, с контрастированием ядер гематок-

силином Джилла� Ув� 200�

а – секреция виментина в клетках, локализованных на границе с эластическими волокнами медии; б – секреция виментина в неоинтиме вбли-

зи массивов бесклеточного экстрацеллюлярного матрикса� 
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CD68-положительные клетки наблюдали в толще 
атеросклеротической бляшки, в том числе вблизи фи-
брозной покрышки, но не между эластическими во-
локнами медии (рис. 4, а). Степень инфильтрации 
CD68-положительными клетками существенно варьи-
ровала между различными бляшками и относительно 
незначительно варьировала между различными среза-
ми одной и той же бляшки по толщине (рис. 4, б). Как 
и в случае с α-SMA, положительное типирование на 
CD68 наблюдалось исключительно возле ядер клеток 
и, как правило, отмечалось вокруг ядра либо было рас-
пределено по всей клетке, но не было локализовано 
изолированно внутри ядра, что подтверждает его спец-
ифичность (рис. 4, а, б). Однако, поскольку разные 
маркеры макрофагального фенотипа обладают различ-
ной чувствительностью и специфичностью, в особен-
ности на различных стадиях макрофагальной диффе-
ренцировки СГМК, более правильным представляет-
ся использование липофильного красителя Нильского 

красного (Nile Red), при помощи которого непосред-
ственно визуализируется поглощение липидов СГМК, 
что является  основой, а не отражением их макрофа-
гального фенотипа. При сочетанном типировании бля-
шек антителами к α-SMA либо CD68 и Нильским крас-
ным последний, как правило, локализуется в цитоплаз-
ме поглотивших липиды СГМК (рис. 4, в, г). При этом 
доля неоинтимальных клеток, секретирующих α-SMA 
или CD68 и содержащих в цитоплазме Нильский крас-
ный, составила 22% для α-SMA и 17% для CD68, что 
согласуется с данными литературы и свидетельствует 
о том, что существенная часть пенистых клеток пред-
ставляет собой не детерминированные макрофаги, 
а дифференцировавшиеся в макрофагальном направ-
лении СГМК [18-20].

Сравнивая паттерны типирования бляшек анти-
телами к α-SMA, CD68 и виментину, можно отметить 
их дифференциальное расположение в различных 
слоях патологически измененной ткани сосудов. Так, 

рис. 4. Атеросклеротическая бляшка из сонной артерии� Иммунотипирование антителами к маркеру макрофагального фенотипа CD68 и мар-

керу сократительного фенотипа α-SMA� Ув� 200� 

а – CD68-положительные клетки вблизи фиброзной покрышки, ядра контрастированы гематоксилином Джилла; б – разная степень инфильтра-

ции CD68-положительными клетками в разных атеросклеротических бляшках, ядра контрастированы гематоксилином Джилла; в – сочетанное 

иммунофлюоресцентное типирование антителами к α-SMA (зеленый цвет) и липофильным красителем Нильским красным (Nile Red, красный 

цвет)� Ядра контрастированы 4,6-диамидино-2-фенилиндолом (синий цвет); г – сочетанное иммунофлюоресцентное типирование антителами 

к CD68 (зеленый цвет) и липофильным красителем Нильским красным (Nile Red, красный цвет)� Ядра контрастированы 4,6-диамидино-2-

фенилиндолом (синий цвет)�
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в

б

г
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α-SMA в большинстве своем была локализована в зо-
не фиброзной покрышки (рис. 5, а ) и послойно в об-
ласти медии (рис. 5, б). Визуализация CD68, напро-
тив, была характерна для неоинтимы и практически 
полностью отсутствовала в медии (рис. 5, в). Положи-
тельная реакция на виментин в наибольшем количе-
стве отмечалось в прилегающей к медии либо к фи-
брозной покрышке неоинтиме (рис. 5, г). Следует под-
черкнуть, что в составе неоинтимы присутствовало 
около 5% клеток, положительных на α-SMA и CD68 
(рис. 5, д), и около 9% клеток, положительных на 
α-SMA и виментин (рис. 5, е), что свидетельствует 
о наличии переходного фенотипа у ряда клеток нео-
интимы. 

Остеогенная дифференцировка СГМК, сопрово-
ждающаяся развитием очагов кальцификации, также 
характерна для некоторых атеросклеротических бля-
шек. В экспериментах на апоЕ- и LDLR-нокаутных 
мышах было показано, что 30-55% от всех клеток не-
оинтимы положительны на транскрипционный фак-
тор остеогенной дифференцировки RUNX2, при этом 
75-90% из этих клеток происходят из сосудистого глад-

комышечного дифферона [21, 22]. В данном исследо-
вании количество RUNX2 позитивно окрашенных кле-
ток, также существенно варьировала в зависимости от 
степени кальцификации бляшки, локализуясь в тол-
ще неоинтимы ближе к просвету, но не в фиброзной 
покрышке или интактной медии (рис. 6, а). В составе 
бляшек наблюдались как клеточные популяции, поло-
жительные на RUNX2 и на α-SMA (рис. 6, б), так и 
RUNX2-положительные клетки без признаков сокра-
тительного фенотипа (рис. 6, в). 

ММП-9 наблюдалась в 5 бляшках из 16 проана-
лизированных (31%), прямой связи секреции ММП-9 
с нестабильностью бляшки, отражаемой вызываемой 
ОНМК, не наблюдалось (3/8 нестабильных бляшек 
и 2/8 стабильных). Следует отметить, что по данным 
литературы секреция как ММП-9, так и ММП-2 от-
мечается приблизительно в половине атеросклеро-
тических бляшек сонных артерий, также без суще-
ственных различий в распространенности у паци-
ентов с ОНМК и хронической ишемией головного 
мозга, не ставшей причиной ОНМК до каротидной 
эндартерэктомии [23]. 

a

г

б
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рис. 5. Атеросклеротическая бляшка из сонной артерии� Сравнение паттернов типирование бляшек антителами к α-SMA, CD68 и VIM, с контра-

стированием ядер гематоксилином Джилла или DAPI� Ув� 200� 

а – α-SMA-положительные клетки в зоне фиброзной покрышки; б – α-SMA-положительные клетки в области интактной медии; в – CD68 – положи-

тельные клетки в неоинтиме; г – виментин-положительные клетки в неоинтиме, прилегающей к фиброзной покрышке, и медии; д – клетки с пере-

ходным α-SMA+CD68+-фенотипом в составе неоинтимы (макрофагальная дифференцировка сосудистых гладкомышечных клеток); е – клетки с пе-

реходным α-SMA+виментин+-фенотипом в составе неоинтимы (синтетическая дифференцировка сосудистых гладкомышечных клеток)� 
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Микроскопически, однако, визуализация ММП-
2 и ММП-9 в таких бляшках колокализована с CD68-
положительными клетками и ассоциирована с разры-
вом фиброзной покрышки [23]. В проведенном иссле-
довании в ряде случаев наличие ММП-2 и ММП-9 
было колокализовано с CD68-положительными клет-
ками (рис. 7, а), однако это отмечалось далеко не всег-
да – приблизительно в половине полей зрения с боль-
шим количеством CD68-положительных клеток секре-
ции указанных ММП не отмечалось (рис. 7, б). 
Колокализации ММП-2 и ММП-9 с α-SMA- или ви-
ментин-положительными клетками выявлено не бы-
ло (рис. 7, в). 

Результаты изучавших роль ММП-2 и ММП-9 
в развитии атеросклероза работ оказались противоре-
чивыми: с одной стороны, апоE- и MMП-2-нокаутные 
мыши характеризовались более медленным развитием 
атеросклероза [24], с другой стороны, богатые гладко-
мышечными клетками сегменты атеросклеротических 

бляшек содержали большее количество ММП-2, что 
может свидетельствовать о стабилизирующей роли дан-
ной металлопротеиназы [25]. Аналогичное несоответ-
ствие результатов исследований было выявлено в от-
ношении ММП-9: с одной стороны, апоЕ- и ММП-9-
нокаутные мыши имели меньшее количество и объем 
атеросклеротических очагов с менее выраженными 
процессами инфильтрации макрофагами, депониро-
вания коллагена и деградации эластических волокон 
[26], а высокая концентрация MMП-9 в атеросклеро-
тических бляшках сонных артерий была ассоцииро-
вана с их нестабильностью, при этом ММП-9 в ос-
новном была локализована в области фиброзной по-
крышки и «плеч» бляшки [27]. В то же время в другой 
работе апоЕ- и ММП-9-нокаутные мыши, напротив, 
характеризовались большим объемом атеросклероти-
ческих бляшек и более высокой их нестабильностью, 
отражаемой количеством богатых гладкомышечными 
клетками глубоких фиброзных слоев [28]. 

рис. 6. Атеросклеротическая бляшка из сонной артерии� Иммунотипирование антителами к транскрипционному фактору остеогенной диффе-

ренцировки RUNX2� Ув� 200� 

а – RUNX2 положительные клетки в толще неоинтимы; б – клетки с переходным α-SMA+RUNX2+-фенотипом в составе неоинтимы (остеогенная 

дифференцировка сосудистых гладкомышечных клеток); в – RUNX2-положительные клетки без признаков сократительного фенотипа� 
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заключение

Около трети каротидных атеросклеротических бля-
шек характеризуются повышенной секрецией эндо-
пептидазами исключительно макрофагами, что отра-
жает активно идущее ремоделирование неоинтимы. 
Несмотря на преимущественную локализацию СГМК 
сократительного фенотипа в интактной медии, а ма-
крофагов – в зоне фиброзной покрышки, в неоинти-
ме детектируется определенное количество клеток, с 
двойным фенотипом сократительным и макрофагаль-
ным. Кроме того, существенная доля клеток в толще 
неоинтимы также имела двойной фенотип: сократи-
тельный и синтетический либо сократительный и осте-
огенный.
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гуляева и.л., булатова и.а., Пестренин л.д.

Роль васкулоэндотелиального фактора роста  
в патогенезе стеатоза печени и дислипидемии

ФГБОУ ВО «Пермский государственный медицинский университет им� академика Е�А� Вагнера» Минздрава России, 

614000, Пермь, Россия, ул� Петропавловская, д� 26

Цель исследования – изучение роли васкулоэндотелиального фактора роста в патогенезе неалкогольного стеатоза печени 

и дислипидемии  при метаболическом синдроме� 

Методика. Обследовано 35 пациентов с неалкогольным стеатозом печени, в том числе 22 женщины и 13 мужчин� Группу 

контроля составили 12 сопоставимых по полу и возрасту  лиц без патологии печени и признаков метаболического син-

дрома� Наличие жирового гепатоза подтверждали методом ультразвукового исследования� У пациентов с патологией 

печени рассчитывали индексы-предикторы стеатоза: Fatty Liver Index (FLI) и Hepatic Steatosis Index (HSI)� У всех участников 

исследования определяли уровни провоспалительных цитокинов и васкулоэндотелиального фактора роста (ВЭФР), оце-

нивали также липидный спектр крови и функциональные печеночные пробы� 

результаты. У пациентов со стеатозом печени наблюдалось значимое увеличение уровней провоспалительных цитоки-

нов, ВЭФР, общего холестерина и липопротеинов низкой и очень низкой плотности� Индекс атерогенности также был зна-

чимо выше, чем в контрольной группе� Концентрация ВЭФР положительно коррелировала с показателями окружности 

талии, тимоловой пробы, уровнями общего холестерина, липопротеинов низкой плотности и индексом атерогенности�

Чувствительность FLI составила 91,4%, HSI – 97,1%� При этом, значения FLI и HSI значимо коррелировали с уровнем ВЭФР� 

заключение. Полученные данные позволяют предположить, что ВЭФР, один из основных маркеров эндотелиальной дис-

функции, может играть немаловажную роль в патогенезе неалкогольного стеатоза печени и дислипидемии у пациентов с 

метаболическомим синдромом

Ключевые слова: неалкогольный стеатоз печени; атеросклероз; эндотелиальная дисфункция; метаболический синдром; 
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role of vascular endothelial growth factor in the pathogenesis of hepatic  steatosis and dyslipidemia

Academician E�A Vagner Perm State Medical University, 

Petropavlovskaya Str� 26, Perm 614000, Russia

the aim of the study was to assess the role of vascular endothelial growth factor (VEGF) in the pathogenesis of nonalcoholic 

hepatic steatosis and dyslipidemia in patients with signs of metabolic syndrome� 

Methods. 35 patients with nonalcoholic fatty liver disease, including 22 women and 13 men, were evaluated� The sex- and age-

matched control group consisted of 12 people without liver pathology and metabolic syndrome criteria� Presence of hepatic 

steatosis was confirmed by an ultrasound examination� The Fatty Liver Index (FLI) and the Hepatic Steatosis Index (HSI) were 

calculated for patients with hepatic steatosis� Concentrations of proinflammatory cytokines and VEGF were measured for all 

participants� Also, blood biochemistry, including the lipid profile and liver function tests, was analyzed�
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results. In patients with hepatic steatosis, levels of proinflammatory cytokines and VEGF were significantly increased� Also, con-

centrations of total cholesterol, low-density lipoproteins, and very low-density lipoproteins were higher in patients with the liver 

pathology than in the control group� Atherogenic coefficient was increased in hepatic steatosis� Significant correlations were 

observed between VEGF and waist circumference, thymol test, total cholesterol, low-density lipoproteins, very low-density lipo-

proteins, and atherogenic coefficient� Sensitivity of FLI and HIS was 91�4% and 97�1%, respectively� Also, FLI significantly corre-

lated with HSI and VEGF level� 

conclusion. The study suggested that VEGF, of the main markers of endothelial  dysfunction, plays an important role in the patho-

genesis of nonalcoholic hepatic steatosis and dyslipidemia in patients with signs of metabolic syndrome�
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Введение

Согласно результатам Всероссийского исследова-

ния DIREG 2, неалкогольная жировая болезнь пече-

ни встречается более чем у  трети взрослого населения. 

В то же время у больных с метаболическим синдромом 

распространенность стеатоза печени значительно вы-

ше и достигает 70-90%.

Известно, что печень играет важную роль в липид-

ном обмене, в том числе в обмене холестерина. Это по-

зволяет предположить, что нарушение функции пече-

ни при жировом гепатозе может способствовать фор-

мированию дислипидемии. Также было установлено, 

что неалкогольная жировая болезнь печени сопрово-

ждается развитием эндотелиальной дисфункции, ко-

торая, в свою очередь, является одним из основных па-

тогенетических факторов развития атеросклероза [1]. 

Особенно интересным представляется тот факт, что 

нарушения функции эндотелия выявляются еще до 

формирования морфологических изменений, харак-

терных для стеатоза печени и атеросклероза. Таким об-

разом, представляются актуальными исследования, на-

правленные на изучение роли дисфункции эндотелия 

в формировании неалкогольного жирового гепатоза и 

дислипидемии. 

Цель исследования – оценка васкулоэндотелиаль-

ного фактора роста как маркера дисфункции эндоте-

лия, и определение его роли в формировании и про-

грессировании неалкогольного стеатоза печени и дис-

липидемии в рамках метаболического синдрома.

Методика

Обследованы 35 больных (22 женщины и 13 муж-

чин) с неалкогольной жировой болезнью печени – сте-

атозом печени. Средний возраст пациентов – 

43,9±10,8 года. У всех пациентов был выявлен метабо-

лический синдром. Наличие метаболического 

синдрома у пациентов подтверждали в соответствии с 

Российскими клиническими рекомендациями: основ-

ной критерий – окружность талии более 80 см у жен-

щин и более 94 см у мужчин; дополнительные крите-

рии: уровень АД >140 и 90 мм рт. ст.; повышение уров-

ня триглицеридов (>1,7 ммоль/л); снижение уровня 

ХС ЛПВП (<1,0 ммоль/л у мужчин; <1,2 ммоль/л 

у женщин); повышение уровня ХС ЛПНП <3 ммоль/л; 
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нарушение толерантности к глюкозе; гликемия нато-

щак. В группу контроля вошли 12 человек сопостави-

мых по полу и возрасту с группой пациентов без пато-

логии печени, дислипидемии и иной патологии, ассо-

циированной с метаболическим синдромом. Все 

участники получили необходимые сведения о методи-

ке и результатах обследования и подписали информи-

рованное добровольное согласие.

Наличие стеатоза печени подтверждали  методом 

ультразвукового исследования. В исследование не 

включали пациентов с жировым гепатозом алкоголь-

ной и лекарственной этиологии, которая устанавлива-

лась во время сбора анамнеза.

У пациентов с патологией печени также рассчиты-

вали индексы-предикторы стеатоза печени: Fatty Liv-

er Index [2] и Hepatic Steatosis Index [2].

Формула для расчета Fatty Liver Index (FLI) вклю-

чает такие показатели, как индекс массы тела (ИМТ), 

окружность талии, уровень триглицеридов и гамма-

глутамилтранспептидазы. Значение FLI < 30 исклю-

чает наличие стеатоза печени, 30–60 –устанавливает 

наличие стеатоза  вероятно, > 60 – подтверждает на-

личие стеатоза. Согласно исследованию Bedogni с со-

авт., чувствительность FLI составляет 87,0%, специ-

фичность – 64,0% [2].

Для вычисления Hepatic Steatosis Index (HSI) не-

обходимы АЛТ/АСТ соотношение, ИМТ, пол обсле-

дуемого и информации о  наличии или отсутствии са-

харного диабета у пациента. HSI < 30 исключает нали-

чие стеатоза, > 36 – подтверждает жировой гепатоз 

печени. Согласно данным Lee с соавт., чувствитель-

ность метода составляет 93,1%, специфичность – 92,4% 

[3]. Для оценки наличия и выраженности ожирения 

рассчитывали индекс массы тела, а также измеряли 

окружность талии.

Биохимическое исследование крови включало 

оценку показателей липидного спектра (общий холе-

стерин, триглицериды, липопротеины высокой плот-

ности, липопротеины низкой плотности и липопроте-

ины очень низкой плотности) и функциональных пе-

ченочных проб (аланиновая аминотрансфераза (АЛТ), 

аспарагиновая аминотрансфераза (АСТ), общий би-

лирубин, щелочная фосфатаза, гаммаглутамилтран-

спептидаза и тимоловая проба). На основании полу-

ченных данных рассчитывали коэффициент атероген-

ности по общепринятой формуле.

Для оценки функционального состояния эндоте-

лия определяли уровни фактора некроза опухоли α 

(ФНО-α), интерлейкина 6 (ИЛ6) и васкулоэндотели-

ального фактора роста (ВЭФР). Для этого проводили 

иммуноферментный анализ крови на планшетном фо-

тометре Stat-Fax-2100» (США) с использованием со-

ответствующих наборов ЗАО «Вектор-Бест» (г. Ново-

сибирск).

Статистическая обработка данных проведена в про-

грамме «STATISTICA» (версия 7.0). Количественные 

параметры представлены в виде медианы и интерквар-

тильного размаха (25% – 75%). Значимость различий 

независимых групп оценивали с помощью критерия 

Манна-Уитни для независимых выборок. Для изучения 

взаимосвязей вычисляли коэффициенты корреляции 

Спирмена с определением уровней значимости.

результаты исследования

Концентрация ФНО-α и ИЛ6 у пациентов с неал-

когольным жировым гепатозом была значимо выше, 

чем у здоровых обследуемых (p=0,03 и p=0,009 соот-

ветственно). Уровень ВЭФР у больных с патологией 

печени также был значимо выше, чем в контрольной 

группе (p=0,04). Содержание провоспалительных ци-

токинов и ВЭФР представлено в табл. 1.

Показатели липидного спектра у пациентов с жи-

ровым гепатозом значимо отличались от соответству-

ющих показателей контрольной группы. У обследо-

Таблица 1

Провоспалительные цитокины и васкулоэндотелиальный фактор роста в контрольной группе и у пациентов со стеатозом печени 

(Me, 25 и 75 перцентили)

Показатели Контрольная группа (n=12) Пациенты со стеатозом печени (n=35) p

ФНО-α, пг/мл 0

(0; 0,02)
1,1

(0; 3,45)
0,03*

Интерлейкин, пг/мл 0

0

0,8
(0; 2,4)

0,009*

Васкулоэндотелиальный фактор роста 96,3
(6,6; 187,4)

161,0
(82,2; 260,5)

0,04*

Примечание. * – статистически значимые различия.
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ванных больных наблюдался атерогенный тип дисли-

пидемии, характеризующийся увеличением уровня 

общего холестерина, триглицеридов, ЛПНП и 

ЛПОНП, а также снижением содержания ЛПВП. Ме-

диана коэффициента атерогенности у пациентов с па-

тологией печени оказалась выше 3,0, что свидетель-

ствует о наличии риска развития атеросклероза более, 

чем у половины обследованных (табл. 2).

В нашем исследовании у 91,4% пациентов с пато-

логией печени показатель FLI был выше 60, что под-

тверждает наличие жирового гепатоза. У остальных 

8,6% FLI находился в диапазоне от 30 до 60, т.е. стеа-

тоз печени был вероятен. Полученные результаты со-

гласуются с данными литературы [2]. Hepatic Steatosis 

Index (HSI) был выше 36 и, таким образом, подтвер-

дил наличие стеатоза печени у 34 человек из 35 (97,1%). 

У одного пациента HSI находился в диапазоне от 30 до 

36, что не исключает жировой гепатоз. Чувствитель-

ность данного индекса оказалась сопоставима с дан-

ными литературы [3].

Уровень ВЭФР статистически значимо коррели-

ровал с окружностью талии (r=0,44; p=0,02), тимоло-

вой пробой  (r=0,9; p=0,02) и уровнем общего холесте-

рина (r=0,42; p=0,02). В то же время, у пациентов с HSI 

> 36 концентрация васкулоэндотелиального роста кор-

релировала с значением HSI (r=0,46; p=0,02). Также 

наблюдалась значимая взаимосвязь FLI и содержания 

ВЭФР (r=0,88; p=0,04). Корреляции между уровнем 

ВЭФР и такими антропометрическими показателями, 

как масса тела и индекс массы тела, выявлено не бы-

ло (табл. 3). 

Также была выделена группа пациентов (32 чело-

века) с окружностью талии, соответствующей крите-

риям метаболического синдрома (более 88 см у жен-

щин и более 102 см у мужчин). У этих больных уровень 

показатель ВЭФР статистически значимо коррелиро-

вал с содержанием общего холестерина (r=0,46; 

p=0,02), ЛПНП (r=0,44; p=0,03) и индексом атероген-

ности (r=0,49; p=0,03).

 Обсуждение

Дисфункция эндотелия и стеатоз печени. В нашем 

исследовании у пациентов с неалкогольным стеатозом 

печени уровни провоспалительных цитокинов и ВЭФР 

были значимо повышены, что может свидетельство-

вать о развитии дисфункции эндотелия при этой па-

тологии. Полученные нами данные согласуются с ре-

зультатами ряда других исследований, подтвердивших 

наличие эндотелиальной дисфункции при стеатозе пе-

чени  и функциональными методами [4, 5]. Положи-

тельная корреляция концентрации ВЭФР и тимоло-

вой пробы, ВЭФР и Hepatis Steatosis Index также мо-

жет свидетельствовать о взаимосвязи эндотелиальной 

дисфункции и стеатоза печени.

Основным механизмом, участвующим в развитии 

эндотелиальной дисфункции при метаболическом син-

дроме, является инсулинорезистентность. В норме ин-

сулин стимулирует высвобождение эндотелиально-

го NO через Са2+– независимый путь. Нарушение это-

го механизма при инсулинорезистентности приводит 

к повреждению эндотелия и невозможности эффек-

тивной вазодилатации [6]. В ряде исследований, про-

Таблица 2

Показатели липидного спектра в контрольной группе и у пациентов со стеатозом печени (Me, 25 и 75 перцентили)

Показатели (в ммоль/л) Контрольная группа (n=12) Пациенты с стеатозом печени (n=35) p

Общий холестерин, 4,24
(3,27;4,82)

5,58
(4,64;6,28)

<0,001*

Триглицериды 0,86
(0,77;1,32)

1,64
(1,30;2,29)

<0,001*

Липопротеины высокой плотности 1,56
(1,37;1,79)

1,26
(1,11;1,41)

0,005*

Липопротеины низкой плотности 2,71
(2,19;3,15)

3,42
(3,0;4,30) 

0,004*

Липопротеины очень низкой плотности 0,39
(0,35;0,60)

0,90
(0,70;0,97)

<0,001*

Коэффициент атерогенности 1,75
(1,50;1,91)

3,20
(2,80;3,90)

<0,001*

Примечание. * – статистически значимые различия.
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веденных на крысах с неалкогольной жировой болез-

нью печени (НАЖБП) и метаболическим синдромом, 

было показано, что дисфункция эндотелия возникает 

еще до начала развития воспаления и фиброза в пече-

ни. Нарушение функции синусоидального эндотелия, 

сопровождающееся снижением продукции оксида азо-

та (NO), приводит к увеличению внутрипеченочного 

сосудистого сопротивления и активации звездчатых 

клеток печени [6].

В то же время, гиперпродукция ВЭФР с активаци-

ей ангиогенеза в печени, также способствует увеличе-

нию внутрипеченочного сосудистого сопротивления 

[7]. Формирующаяся портальная гипертензия препят-

ствует нормальной регенерации печени и способству-

ет прогрессированию НАЖБП [6]. При этом в иссле-

довании, выполненном на модели НАЖБП у мышей, 

было обнаружено, что повреждение эндотелиоцитов 

печеночных синусоидов присутствует уже на стадии 

стеатоза, т.е., до активации клеток Купфера и звездча-

тых клеток печени, которые играют важнейшую роль 

в развитии воспаления и фиброза в печени. Это сви-

детельствует о том, что синусоидальные эндотелиаль-

ные клетки могут выступать в качестве «привратника» 

в процессе перехода стеатоза в стеатогепатит. Кроме 

того, недавно было установлено, что фиброз может 

быть вызван аномальной гиперкоагуляцией. Это ука-

зывает на теоретически возможный сценарий, при ко-

тором потеря антикоагулянтных свойств эндотелия 

(как проявление эндотелиальной дисфункции) может 

играть роль в фиброгенезе даже при НАЖБП [8]. Пе-

реход стеатоза в стеатогепатит в настоящее время объ-

ясняется увеличением уровней ФНО-α и свободных 

жирных кислот, активацией цитохрома P450 и пере-

кисного окисления липидов, накоплением свободных 

радикалов. Кроме этого, повышенные концентрации 

ВЭФР также могут играть немаловажную роль в раз-

витии и поддержании воспаления путем увеличения 

сосудистой проницаемости и хемотаксиса гранулоци-

тов и макрофагов.

Влияние НАЖБП на дисфункцию эндотелия. Обра-

зование свободных радикалов и перекисное окисле-

ние липидов при НАЖБП приводят к повреждению 

митохондрий с последующим развитием гипоксии. 

При этом, как свободнорадикальное повреждение, так 

и гипоксия являются одними из основных причин эн-

дотелиальной дисфункции.

Также в эксперименте было показано, что стеатоз 

вызывает увеличение механической резистентности 

внутрипеченочных сосудов, независимо от функцио-

нальных изменений, индуцированных инсулинорези-

стентностью. У крыс с жировым гепатозом микроцир-

куляция и тканевая оксигенация в печени были зна-

чимо снижены [8].

Дисфункция эндотелия и атеросклероз. В ходе наше-

го исследования также было установлено, что у паци-

ентов со стеатозом печени и окружностью талии, соот-

ветствующей критериям метаболического синдрома, 

уровни ВЭФР значимо коррелировали с некоторыми 

показателями липидного спектра, в том числе и с ин-

дексом атерогенности. Роль дисфункции эндотелия 

в атерогенезе уже была установлена [1, 9]. Однако наши 

данные позволяют предположить, что и ВЭФР, как один 

из маркеров эндотелиальной дисфункции, может играть 

роль в патогатеросклероза.

Как известно, развитие атеросклероза связано 

с увеличением фракции липопротеинов низкой плот-

ности, особенно модифицированных путем перекис-

ного окисления липидов (которое является одним из 

важнейших компонентов развития и прогрессирова-

ния НАЖБП), гликозилирования белковой части (при 

сахарном диабете) и др. Модифицированные ЛПНП 

поглощаются макрофагами, поступают в интиму сосу-

дов и разрушаются лизосомальными ферментами фа-

гоцитов. Холестерин накапливается в виде эфиров, об-

разуются пенистые клетки и так называемое липидное 

пятно. Далее под влиянием цитокинов и факторов ро-

ста происходит миграция гладкомышечных клеток 

в липидное пятно, их пролиферация и синтез колла-

гена. Таким образом, можно предположить, что более 

высокие концентрации ВЭФР способствуют более бы-

строй трансформации  липидного пятна в атероскле-

ротическую бляшку. При этом в ряде исследований 

было установлено, что повышение содержания ВЭФР 

увеличивает неоваскуляризацию бляшки, приводя к ее 

нестабильности [10].

Влияние дислипидемии на дисфункцию эндотелия. 

A.D. Blann и соавт. обследовали здоровых людей, паци-

Таблица 3

Взаимосвязи ВЭФр, биохимических показателей и данных ан-

тропометрии у пациентов с неалкогольным жировым гепато-

зом, n=35

Показатели r p

ВЭФР и окружность талии 0,44 0,02*

ВЭФР и масса тела 0,35 0,7

ВЭФР и индекс массы тела 0,3 0,13

ВЭФР и холестерин 0,42 0,02*

ВЭФР и тимоловая проба 0,9 0,02*

Примечание. * – статистически значимые различия.
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ентов с неосложненной гиперлипидемией и атероскле-

розом. В результате проведенного исследования было 

установлено, что уровни ВЭФР были значимо повыше-

ны при неосложненной гиперлипидемии и атеросклеро-

зе по сравнению с группой контроля. Кроме того, у па-

циентов с неосложненной гиперлипидемией уровни об-

щего холестерина и ВЭФР значимо уменьшились после 

гиполипидемической терапии, что может свидетельство-

вать о влиянии дислипидемии на дисфункцию эндоте-

лия [9].

Выводы

1. Увеличение уровня васкулоэндотелиального 

фактора роста – один из значимых элементов патоге-

неза неалкогольного стеатоза печени.

2. Взаимосвязь концентрации васкулоэндотели-

ального фактора роста и дислипидемии может свиде-

тельствовать как о потенциальной роли атеросклеро-

за в стимуляции ангиогенеза и ремоделирования сосу-

дов, так и о роли дисфункции эндотелия в развитии 

атеросклероза.
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УДК 616-092

геворкян н.М.1, тишевская н.В.2, бабаева а.г.3

Парадоксальная рефрактерность, возникающая при 
аллогенном переносе животным с аллоксановым диабетом 
суммарной РНК лимфоцитов селезенки вылеченных особей 

1ФГБНУ «Научно-исследовательский институт биомедицинской химии им� В�Н� Ореховича», 

Россия, 119121, Москва, Россия, ул� Погодинская, д� 10, стр� 8; 
2ФГБОУ ВО «Южно-Уральский государственный медицинский университет», 

454092, Челябинск, Россия, ул� Воровского, д� 64;
3ФГБНУ «Научно-исследовательский институт морфологии человека», 

117418, Москва, Россия, ул� Цюрупы, д� 3  

Ранее нами было показано, что препараты аллогенной суммарной РНК, выделенной из лимфоидных и стволовых клеток 

здоровых животных, вызывают нормализацию уровня глюкозы крови у крыс со стойким аллоксановым сахарным диабетом�

Цель исследования -- выяснение влияния суммарной РНК лимфоцитов селезенки крыс, ранее перенесших стойкий аллок-

сановый диабет, на особенности течения эксперименального аллоксанового диабета у животных�

Методика� Эксперимент выполнен на 35 белых беспородных крысах-самках массой 250–280 г: 5 интактных животных, 

20 – с экспериментальным аллоксановым сахарным диабетом и 10 животных,  ранее перенесших стойкий аллоксано-

вый диабет, у которых уровень глюкозы крови был полностью нормализован введением суммарных РНК клеток кост-

ного мозга, селезенки и поджелудочной железы� Диабет у этих животных моделировали однократным подкожным введе-

нием полного адъю ванта Фрейнда (0,5 мл на крысу) и последующим подкожным введением аллоксана тригидрата в дозе  

200 мг/кг� Достигнутая нормогликемия у животных подтверждалась в течение последующих 60 сут� Из селезенок и кост-

ного мозга этих животных методом фенол-хлороформной экстракции была выделена суммарная РНК� На 20 крысах с экс-

периментальным аллоксановым сахарным диабетом изучали эффекты однократного внутрибрюшинного введения полу-

ченной суммарной РНК (15 мкг/100 г массы тела животного)� 

результаты� Обнаружено, что при введении суммарной РНК селезенки крыс, ранее перенесших аллоксановый диабет, 

животным с аллоксановым диабетом у последних развивалась стойкая и длительная рефрактерность к лечению терапев-

тическими препаратами РНК� 
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introduction. Earlier we have shown that preparations of allogenic total RNA from lymphoid and stem cells of healthy animals 

contribute to normalization of blood glucose levels in white outbred rats with persistent alloxan-induced diabetes mellitus�

the aim of this study was to find out whether allogenic total RNA isolated from the spleen of rats treated for alloxan diabetes 

affects its course, as determined by changes in blood glucose, in animals with persistent alloxan diabetes�

Methods� Experiments were performed on 35 white outbred female rats weighing 250-280 g� Rats were divided into intact ani-

mals (n=5), rats with experimental alloxan diabetes mellitus (n=20), and rats after persistent alloxan diabetes (n=10) whose blood 

glucose level had been completely normalized by administrating total RNA of bone marrow, splenic, and pancreatic cells (post-

diabetes group)� Diabetes mellitus was modeled with a single subcutaneous (s�c�) injection of complete Freund’s adjuvant (0�5 

ml) followed by a s�c� injection of alloxan trihydrate (200 mg/kg)� Achievement of normoglycemia in animals of the post-diabetes 

group was confirmed over the next 60 days� Then total RNA was isolated from their spleen and bone marrow by phenol-chloro-

form extraction, and the effect of a single intraperitoneal injection of total RNA (15 μg/100 g body weight) was studied�

results� Administration of splenic total RNA from rats previously treated for alloxan diabetes to animals with alloxan diabetes 

resulted in development of stable and prolonged refractoriness of diabetic rats to the treatment with therapeutic RNA prepara-

tions [11]�

conclusions� This study discovered a phenomenon of hypersensitivity of rats with alloxan diabetes to the diabetogenic effect of 

total RNA from animals that had previously had alloxan diabetes� Apparently, this refractoriness was caused by the clonal com-

ponent of the total RNA of CD8 +  T memory lymphocytes from the spleen of post-diabetes animals� A mechanism is proposed 

for the interaction between individual components of splenic total RNA from post-diabetes rats and their target lymphocytes in 

recipients with alloxan diabetes�
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Введение

В настоящее время можно с полным основанием 

утверждать, что лимфоидная ткань, помимо осущест-

вления в организме иммунной функции, является так-

же важнейшим регулятором процессов пролиферации 

и дифференцировки соматических клеток различных 
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гистотипов. Это свойство лимфоидных клеток, полу-

чившее название морфогенетической функции, было 

установлено и экспериментально обосновано А.Г. Ба-

баевой путем адоптивного переноса лимфоцитов се-

лезенки оперированных животных неоперированным 

сингенным реципиентам [1]. В результате такого пе-

реноса в организме последних был получен морфоге-

нетический органоспецифический ответ, и было до-

казано, что к регуляторной функции причастны лим-

фоциты именно Т-ряда [1, 2]. 

Морфогенетическая функция Т-лимфоцитов яв-

ляется неотъемлемой частью единой системы регули-

рования морфогенеза. Т-лимфоциты обладают многи-

ми средствами воздействия на восстановительные про-

цессы, необходимыми для сохранения качественной 

сущности и анатомической целостности тканей, орга-

нов и организма в целом. Эти мобильные клетки на-

делены мощным рецепторным аппаратом и способны 

синтезировать целый ряд классических гормонов и 

тканевых факторов роста, обеспечивая информацион-

ный обмен между клетками не только паракринным 

путем, но и дистантно [3-5]. 

Одними из посредников в межклеточной сигналь-

ной системе управления репаративной регенерацией 

являются чрезвычайно разнообразные по своим функ-

циональным свойствам молекулы РНК, способные ко-

пировать и транспортировать информацию, регулиро-

вать экспрессию генов, катализировать образование 

химических связей [6].

Именно поэтому с целью выхода за рамки опытов 

с сингенными реципиентами и приближения возмож-

ности управления регенерационными процессами в 

медицине, а также в поисках адекватной субклеточной 

субстанции, способной реализовывать морфогенети-

ческие эффекты Т-лимфоцитов, имеющие место при 

их адоптивном переносе, мы остановили свой выбор 

на препаратах суммарной РНК, выделенных из клеток 

центральных и периферических лимфоидных органов 

[2, 7]. 

К настоящему времени нами доказано, что экзо-

генная суммарная РНК лимфоидных клеток, так же, 

как и сами Т-лимфоциты, обладает высоким морфо-

генетическим потенциалом, но при этом, в отличие от 

самих лимфоцитов, с ее помощью можно беспрепят-

ственно осуществлять эффективный аллогенный и ксе-

ногенный перенос оперативной морфогенетической 

информации между здоровыми особями и подопыт-

ными животными в модельных экспериментах. Так, 

нами установлено наличие выраженной восстанови-

тельной способности у суммарных РНК, выделенных 

из лимфоцитов периферической крови, селезенки, ти-

муса, суммарных РНК костного мозга, плаценты и пу-

повины здоровых животных в экспериментальных мо-

делях токсической гипопластической анемии [8], апла-

зии костного мозга, вызванной гамма-излучением [9, 

10], сахарного диабета [11], доброкачественной гипер-

плазии предстательной железы [12]. В моделях in vivo 

и in vitro была доказана регуляторная гемопоэтическая 

активность вышеперечисленных суммарных РНК при 

кровопотере, экспериментальной и истинной полици-

темии [13-17]. 

В целях дальнейшего изучения особенностей мор-

фогенетических свойств лимфоидных клеток на уров-

не выделенных из них суммарных РНК, задачей насто-

ящего исследования было выяснение возможного вли-

яния лимфоидных клеток животных, перенесших 

неинфекционное заболевание, ассоциированное с ос-

лаблением или утратой нарушенных функций, на те-

чение этого заболевания у больных животных.  Иссле-

дование проводили на крысиной модели аллоксано-

вого сахарного диабета с целью выяснения того, 

влияет ли, и как именно, суммарная РНК селезенки 

крыс, ранее перенесших аллоксановый диабет, на уро-

вень глюкозы в крови интактных животных и живот-

ных с аллоксановым диабетом. Результаты сопостав-

ляли с данными, полученными нами ранее при устра-

нении гипергликемии и нормализации уровня 

глюкозы в крови животных с аллоксановым диабетом 

[11], а также при изучении действия суммарной РНК 

селезенки крыс с аллоксановым диабетом на уровень 

глюкозы в крови интактных животных и животных, 

ранее перенесших аллоксановый диабет [18].

Методика

Эксперименты с животными, содержавшимися в 

стандартных условиях вивария, на стандартном раци-

оне и при свободном доступе к воде, проводили в со-

ответствии c Национальным стандартом РФ «Прин-

ципы надлежащей лабораторной практики» от 

02.12.2009. Протокол исследований одобрен Этиче-

ской комиссией Института биомедицинской химии 

имени В.Н. Ореховича. Работа выполнена на 35 белых 

нелинейных крысах-самках массой 250-280 г. 5 интакт-

ных животных, 20 – с экспериментальным аллоксано-

вым сахарным диабетом и 10 животных, ранее пере-

несших аллоксановый сахарный диабет, у которых уро-

вень глюкозы крови был полностью нормализован в 

результате введения терапевтических доз суммарных 

РНК (по 15 мкг/100 г массы) клеток костного мозга, 

селезенки и поджелудочной железы [11]. Достигнутая 

нормогликемия у этих животных подтверждалась в те-

чение последующих 60 сут, после чего из селезенок и 
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костного мозга этих животных методом фенол-хлоро-

формной экстракции по Хомчинскому была выделена 

суммарная РНК, эффекты однократного внутрибрю-

шинного введения которой (в дозе 15 мкг/100 г массы 

тела животного) изучали в данной работе. 

Стойкий аллоксановый сахарный диабет модели-

ровали предварительным однократным подкожным 

введением полного адъюванта Фрейнда в дозе 0,5 мл/

крысу, а через 24 ч (на фоне 24-часового голодания и 

свободного доступа к воде) – однократным подкож-

ным введением аллоксана тригидрата («La Chema», Че-

хия) в дозе 200 мг/кг (4% раствор в 0,9% NaCl). Начи-

ная с 3-х сут после введения аллоксана, все животные 

получали базисную инсулинотерапию [19]. 

Статистическая обработка результатов была вы-

полнена с помощью компьютерной программы IBM 

SPSS Statistics 19,0. Статистическую значимость раз-

личий оценивали с использованием непараметриче-

ского критерия Манна–Уитни и Уилкоксона (разли-

чия считались статистически значимыми при вероят-

ности ошибки 1 рода < 0,05).

результаты и обсуждение

 Так же, как и при иммунном ответе, при реализа-

ции морфогенетического ответа Т-лимфоциты способ-

ны запоминать происходящие в организме морфоло-

гические и физиологические изменения, и при воз-

никновении повторного ответа реагировать быстрее и 

интенсивнее [7].

Это послужило нам основанием для выяснения то-

го, может ли суммарная РНК лимфоцитов селезенки 

крыс, ранее перенесших аллоксановый диабет, уско-

рить восстановление нормального уровня глюкозы в 

крови животных с аллоксановым диабетом, и влияет 

ли она на уровень глюкозы крови интактных живот-

ных.    

Ранее нами было обнаружено, что однократное од-

новременное или последовательное – с 7-суточным ин-

тервалом – введение препаратов суммарных РНК кост-

ного мозга, поджелудочной железы и лимфоцитов се-

лезенки (каждого в дозе 15 мкг/100 г массы тела 

животного) к 21-м сут приводит к стойкой нормализа-

ции уровня глюкозы в крови крыс с аллоксановым ди-

абетом [11]. Такой же, но ускоренный, результат уже 

к 17-м сут достигался при введении всего лишь 

10 мкг/100 г массы тела суммарной РНК, выделенной 

из культуры мультипотентных мезенхимных стволо-

вых клеток стромы пуповины человека. 

Помимо перечисленных суммарных РНК, в насто-

ящей работе был использован также препарат суммар-

ной РНК плаценты – ткани, особо обогащенной ство-

ловыми клетками [20]. Ранее нами было выявлено вы-

раженное стимулирующее эритропоэз воздействие 

крысиной плацентарной суммарной РНК в культуре 

эритробластических островков костного мозга крыс 

[17].  

В данном исследовании у крыс-доноров селезен-

ки и костного мозга, через 21 сут после введения им 

аллоксана, уровень глюкозы крови составлял в сред-

нем 21,98±0,45 ммоль/л, а через 60 сут после полной 

нормализации уровня глюкозы крови под действием 

соответствующих препаратов суммарной РНК, когда 

крыс выводили из эксперимента, – 5,20±0,11 ммоль/л.

Внутрибрюшинное введение интактным крысам 

по 15 мкг/100 г суммарной РНК, выделенной из лим-

фоцитов селезенки животных, вылеченных от аллок-

санового диабета (РНКсвд) не сказалось на их нормо-

гликемическом статусе. При ежедневном измерении  

уровень глюкозы в крови этих животных на протяже-

нии 5 сут колебался в интервале 4,7-5,6 ммоль/л. 

В отличие от этого результата и вопреки ожидае-

мому, введение РНКсвд животным с аллоксановым 

диабетом не только не ускоряло нормализацию уров-

ня глюкозы крови, но и активно препятствовало его 

снижению, тогда как в отсутствие РНКсвд препарат 

суммарной РНК из селезенки нормальных животных 

в кратчайшие сроки приводил к существенному умень-

шению гипергликемии [11]. В таблице 1 приведены ре-

зультаты исследования влияния суммарной РНКсвд 

на динамику уровня глюкозы крови у крыс с аллокса-

новым диабетом (группа 1). Этой группе животных по 

прошествии 28 сут после однократного введения 15 мкг 

РНК селезенки «вылеченных диабетиков» ввели по 45 

мкг суммарной РНК крысиной плаценты, а ещё через 

28 сут – по 15 мкг суммарной РНК пуповины челове-

ка. Группа 2 представляла собой группу животных так-

же с аллоксановым диабетом, которым сначала одно-

кратного ввели по 45 мкг суммарной РНК крысиной 

плаценты, а через 28 сут– еще по 15 мкг суммарной 

РНК пуповины человека. Таким образом, в таблице 1 

– для удобства сравнения – представлены результаты 

изменения динамики уровня глюкозы крови в двух 

группах животных с аллоксановым диабетом, с той 

лишь разницей, что в группе 1 лечение с помощью пре-

паратов РНК плаценты и пуповины осуществляется 

на фоне предварительно введенной суммарной 

РНКсвд. 

Из таблицы 1 видно, что введение суммарной 

РНКсвд крысам с аллоксановым диабетом на первых 

порах не только не способствует нормализации, но да-

же вызывает дополнительное повышение уровня глю-

козы крови, который возвращается к исходным пока-
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зателям лишь к 7-м сут после введения. Это неожидан-

ный результат. Согласно нашим данным [11], именно 

в те же сроки, то есть в течение первых 7 сут, достига-

ется максимальный эффект статистически значимого    

снижения уровня глюкозы крови у крыс с аллоксано-

вым диабетом, обеспечиваемый однократным введе-

нием суммарной РНК лимфоцитов селезенки интакт-

ных животных в указанной дозе. В отличие от этого, 

под действием РНКсвд эффект снижения достигается 

лишь к 28-м сут, начинаясь не сразу, а только через не-

делю после воздействия (в течение которой гипергли-

кемия возрастает), и достигает своего предела на 

2–3 нед позже.

Усиление гипергликемии в течение первой неде-

ли после введения РНКсвд крысам с аллоксановым ди-

абетом тем более интересно, что введение этого пре-

Таблица 1

Влияние рнК селезенки вылеченных от диабета животных (рнКсвд), плаценты и пуповины  

на динамику уровня глюкозы в крови у крыс с аллоксановым диабетом 

Показатели Группа 1 РНКсвд (15 мкг) Группа 2

Исходный уровень глюкозы  

крови (ммоль/л)

Сутки эксперемента  

(в скобках – сутки после  

введения очередного препарата)

20,2±0,6 20,3±0,6

3 сут 22,8±0,6

5 сут 21,5±0,9

7 сут 20,7±0,5

10 сут 18,6±0,3

14 сут 18,9±0,5

17 сут 18,5±1,1

21 сут 18,2±0,6

28 сут 17,5±0,9 (20,3±0,6)

+ РНКплаценты (45 мкг)   РНКплаценты (45 мкг)

31 (3) сут 17,1±0,5 18,7±0,5

33 (5) сут - -

35 (7) сут 17,9±0,5 16,0±0,6

38 (10) сут 16,8±0,4■ 13,9±0,5

42 (14) сут 17,0±0,5■ 13,1±0,6

45 (17) сут 17,0±0,5 ■ 11,6±0,5

49 (21) сут - -

56 (28) сут 17,4±0,4 ■ 11,5±0,6

+ РНКпуповины (15 мкг) + РНКпуповины (15 мкг)

59 (3) сут 15,3±0,4 ■ 10,3±0,6

61 (5) сут 13,6±0,6 ■ 8,7±0,4

63 (7) сут 12,7±0,3 ■ 8,4±0,6

66 (10) сут 10,9±0,7 ■ 8,1±0,4

70 (14) сут 11,2±0,6 ■ 8,3±0,3

73 (17) сут 9,4±0,6 ■ 7,6±0,3

77 (21) сут 9,5±0,4 ■ 7,8±0,5

84 (28) сут 8,5±0,6 ■ 6,8±0,4

Примечание. В скобках после названия препарата РНК – его доза в мкг/100 г массы

 «■» – статистическая значимость различий между группами 1 и 2.
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парата  интактным животным гипергликемии у них не 

вызывало. По всей вероятности, речь здесь может ид-

ти об адресном взаимодействии отдельных компонен-

тов суммарной РНКсвд (которая получена из всей со-

вокупности клонов лимфоцитов селезенки донора) с 

их лимфоцитами-мишенями в организме реципиента, 

поскольку полученный результат позволяет думать о 

реакции, которую вызывает РНК донорских лимфо-

цитов памяти на аллоксановую ситуацию в организме 

реципиента (как если бы встреча лимфоцитов донора 

с аллоксаном произошла повторно!).

В подтверждение такого вывода можно привести 

симметричный эффект, обнаруженный нами ранее 

[18]: введение суммарной РНК селезенки крыс с ал-

локсановым диабетом (РНКсад) животным, ранее пе-

ренесшим аллоксановый диабет, вызывало у послед-

них  гипергликемию,  статистически значимо более 

выраженную, чем у интактных животных (табл. 2). 

Здесь ситуация зеркальная, и результат опять же 

напоминает картину вторичного ответа, но теперь это 

ответ лимфоцитов памяти в организме животного, уже 

перенесшего аллоксановый диабет,  на суммарную 

РНК лимфоцитов селезенки больного аллоксановым 

диабетом донора. 

В этой связи нельзя мимоходом не отметить то, до 

чего наглядно описанные реакции демонстрируют при-

способительный характер гипергликемического отве-

та организма на аллоксан!

Наконец, третий эффект, который обращает на се-

бя внимание, – это полная резистентность (в отноше-

нии уровня гипергликемии) животных с аллоксано-

вым диабетом к терапевтическому действию суммар-

ной РНК плаценты на протяжении последующих 

28 дней после введения им РНКсвд (29–56 сут экспе-

римента, табл. 1)! И это – несмотря на известную обо-

гащенность плаценты стволовыми клетками [20] и до-

казанную нами эффективность действия РНК плацен-

ты (также как и РНК стволовых клеток) в опытах по 

стимуляции морфогенетических процессов [7, 16, 17].  

Приспособительные реакции, развивающиеся на 

клеточном, органном и системном уровнях, связанные 

с морфологической и функциональной перестройкой 

многих органов и тканей, и формирование адаптивно-

го ответа в конечном итоге зависят от направленности 

регуляторных процессов в системе иммуногенеза [1, 2, 

7, 21–23], то есть от функционального состояния лим-

фоидных клеток на той или иной стадии регенераци-

онного процесса. 

Преимущественная органная и фазовая специфич-

ность морфогенетической активности лимфоцитов, 

наблюдаемая в процессе регенерации, свидетельству-

ет о наличии в иммунной системе разных клонов лим-

фоцитов, находящихся в особых отношениях с их тка-

нями-мишенями. С этим связана возможность изби-

рательного поражения отдельного клона (клонов) 

лимфоцитов с соответствующими нарушениями функ-

ции контролируемой им ткани-мишени. То есть мор-

фогенетическая, так же как и иммунологическая, то-

лерантность может представлять собой специфическое 

подавление морфогенетического ответа на уровне от-

дельных клонов лимфоцитов. 

«Иммунологическая толерантность представляет 

собой одну из форм активности иммунной системы. 

Классическая трактовка природы иммунологической 

толерантности состоит в том, что введенный антиген 

вызывает элиминацию или анергию клонов лимфоци-

тов, которые его распознают» [24]. То же относится и к 

морфогенетической функции лимфоцитов – период то-

лерантности, или резистентности, как правило, сопро-

вождает любой восстановительный процесс, который 

на заключительном этапе ассоциирован с супрессорной 

фазой активности лимфоцитов. При этом начало пери-

ода супрессии зависит от органа, в котором происходит 

процесс регенерации, от характера и степени повреж-

дения, а также от вида и возраста животного, тогда как 

Таблица 2

Влияние суммарной рнК крыс с аллоксановым диабетом 

(рнКсад) на уровень глюкозы в крови у интактных  

и ранее перенесших аллоксановый диабет животных

Интактные 

крысы (n=6)

Крысы, ранее пе-

ренесшие аллок-

сановый диабет 

(n=6)

РНКсад   

(15 мкг/100г)

РНКсад (15 

мкг/100г)

Исходный уровень  

глюкозы крови  

(ммоль/л)

Сутки после  

введения препарата)

5,7±0,1 5,4±0,2

3 сут 8,0±0,5 11,6±0,6■

5 сут 14,3±0,6 18,6±0,3■

7 сут 17,8±0,3 19,1±0,4

10 сут 16,7±0,5 19,3±0,5■

14 сут 15,7±0,4 19,9±0,3■

17 сут 13,2±0,5 17,5±0,2■

21 сут 9,2±0,3 15,3±0,5■

28 сут 6,1±0,3 11,6±0,5■

Примечание. ■ – статистически значимые различия между группами. 
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время окончания этого периода чаще всего неизвестно, 

поскольку изучение этого вопроса могло быть сопря-

жено только со специальной задачей. Можно лишь 

предполагать, что длительность супрессорного перио-

да тоже в большой мере зависит от указанных факторов. 

Известно, например, что при резекции селезенки на-

блюдается быстрая и длительная реакция Т-супрессоров, 

выявляемая как в смешанной культуре спленоцитов,  

так и по способности этих клеток подавлять проявле-

ния регионарной реакции «трансплантат против хозя-

ина» (РТПХ). Наиболее длительные сроки супрессии, 

определяемые по нормализации уровня пролифератив-

ной активности спленоцитов, были ассоциированы с 

адреналэктомией (не более 21 сут) и термическим ожо-

гом кожи с повреждением 30% поверхности тела (не бо-

лее 25 сут) [25]. В нашем случае сроки рефрактерности 

к лечению, вызванной введением суммарной РНК спле-

ноцитов крыс, перенесших аллоксановый диабет, зна-

чительно превосходили указанные, составляя 60 сут по-

сле полной нормализации глюкозы крови у доноров 

плюс 28 сут чрезвычайно замедленного процесса сни-

жения глюкозы крови у реципиентов с аллоксановым 

диабетом под действием РНКсвд, плюс еще 28 сут аб-

солютной рефрактерности к действию РНК плаценты, 

и плюс еще 28 сут очень замедленного процесса восста-

новления в ответ на РНК пуповины (табл. 1)! Однако 

в контексте данного исследования, помимо столь дли-

тельного срока супрессии, интересны также сам факт и 

причина такого мощного сопротивления процессу вос-

становления нормального уровня глюкозы крови у жи-

вотных с гипергликемией под действием РНК сплено-

цитов крыс, перенесших аллоксановый диабет. 

Результаты данной серии экспериментов свиде-

тельствуют о том, что наблюдаемая нами рефрактер-

ность к лечению аллоксанового диабета эффективны-

ми препаратами суммарных РНК, полученных от ин-

тактных доноров, обусловлена именно лимфоцитами 

животных, перенесших это заболевание. Этот вывод 

обусловлен следующими соображениями. РНК кост-

ного мозга переболевших животных (РНК КМвд) в 

меньшей степени, но тоже вызывала существенное 

торможение процесса нормализации уровней глюко-

зы крови у больных реципиентов (данные не представ-

лены). При этом, несмотря на торможение, терапев-

тический эффект был статистически значимо выше в 

группе животных, которым вводили по 15 мкг, чем у 

тех, которым вводили по 5 мкг РНК КМвд/100 г мас-

сы тела. Являясь центральным органом лимфопоэза, 

костный мозг содержит достаточное количество лим-

фоцитов. Однако морфогенетический эффект стволо-

вых клеток в нем, по-видимому, превалирует, поэто-

му с увеличением объема вводимой РНК клеток кост-

ного мозга эффект нормализации уровня  глюкозы 

крови преобладает над процессом торможения. Вооб-

ще создается впечатление, что не количество введен-

ной РНКсвд, а сама природа лимфоцитов переболев-

ших животных, то есть сам факт их наличия, является 

определяющим в развитии тормозящего эффекта. Это 

подтверждается и тем, что 5 мкг/100 г массы тела вве-

денной РНКсвд (данные не приведены) и 15 мкг/100 г 

(см. табл. 1) практически в одинаково высокой степе-

ни и с одинаковой динамикой тормозят процесс нор-

мализации гликемического статуса крыс, тогда как под 

действием РНК селезенки интактных животных нор-

мализация происходит быстро и эффективно [11]. 

В отличие от эффекта РНК селезенки интактных 

животных, под действием 15 мкг/100 г которой уро-

вень глюкозы крови крыс с аллоксановым диабетом за 

7 сут снижается приблизительно на 30-35%, РНКсвд в 

том же количестве за 28 сут способна улучшить глике-

мический статус крыс всего лишь на 13-14%. То есть 

налицо выраженная супрессия, на фоне которой едва 

пробивается почти вчетверо сниженный терапевтиче-

ский эффект РНКсвд. По всей видимости, речь здесь 

может идти не только о супрессии, но и о клональном 

снижении морфогенетического потенциала лимфоци-

тов селезенки переболевших животных.

Последующие 28 сут в группе больных животных 

наблюдается удивительное постоянство уровня глю-

козы крови, несмотря на воздействие достаточно эф-

фективной в норме суммарной РНК из пренатальной 

плаценты крыс. И только начиная с 56-х сут экспери-

мента, после введения животным суммарной РНК из 

постнатальной пуповины человека, начинается (тоже 

весьма замедленное) снижение содержания глюкозы 

в крови животных. 

Возвращаясь к вопросу о механизмах повышения 

глюкозы крови в ответ на введение РНКсвд и РНКсад, 

напоминающего картину вторичного ответа, в допол-

нение к предполагаемому участию лимфоцитов памя-

ти в этом процессе, можно привести данные, получен-

ные китайскими исследователями при изучении роли 

Т-лимфоцитов и их субпопуляций в индукции аутоим-

мунного диабета у мышей BALB/c [26]. Развитие сахар-

ного диабета у сингенных реципиентов вызывали адоп-

тивным переносом 3×106 диабетогенных Т-лимфоцитов, 

полученных из селезенок мышей-доноров после пяти-

кратных внутрибрюшинных инъекций стрептозотоци-

на из расчета 40 мг/кг массы тела и последующего 7-су-

точного культивирования их Т-клеток в присутствии 

интерлейкина-2. Было показано, что отдельно взятая 

фракция CD4+ из популяции диабетогенных 
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Т-лимфоцитов не способна была вызвать сахарный ди-

абет у реципиентов. Это может служить основанием для 

предположения, что и в нашем случае источником вы-

зывающей рефрактерность РНКсвд  является популя-

ция CD8+ Т-лимфоцитов памяти. 

В этой связи, можно объяснить еще одно явление, 

вызывающее вопросы. Так, было обнаружено [27], что 

при адоптивном переносе сингенным реципиентам 

разных количеств (от 103 до 107) Т-лимфоцитов селе-

зенки мышей BALB/c с стрептозотоциновым диабе-

том, наиболее выраженную гипергликемию вызывало 

наименьшее количество перенесенных клеток! Это то-

же объяснимо. Как следует из результатов наших экс-

периментов (см. выше), для осуществления переноса 

важно лишь небольшое (пороговое) количество вве-

денных клеток, дальнейшее повышение количества 

которых не отменяет факт переноса патологического 

состояния, но может содержать все больше супрессор-

ных клеток, которые, по-видимому, играют еще и сдер-

живающую роль в развитии патологического процес-

са в организме донора. Далее, в этой же публикации 

[27] был описан эффект максимальной экспрессии ги-

пергликемии у мышей-реципиентов при адоптивном 

переносе сингенных Т-лимфоцитов мышей со стреп-

тозотоциновым диабетом, предварительно подвергну-

тых гамма-облучению в низкой дозе (200 Рентген). 

Учитывая тот факт, что CD8+ Т-лимфоциты более чув-

ствительны к гамма-облучению, а также на основании 

вышеизложенного, можно прийти к заключению, что 

результатом такого воздействия явилось повреждение 

части CD8+ Т-супрессоров, приблизившее количество 

оставшихся CD8+ Т-клеток к пороговому, то есть к их 

количеству, необходимому и достаточному для воспро-

изведения максимального гипергликемического ста-

туса у реципиентов.  

Полученные результаты не дают ответа на вопрос, 

почему РНК плаценты  не вызвала никакого действия, 

тогда как под действием РНК пуповины продолжился 

процесс снижения уровня глюкозы крови. Не извест-

но пока, связано ли это с большей эффективностью 

терапевтического действия РНК пуповины, чем пла-

центы, или же введение этого препарата совпало с 

окончанием фазы рефрактерности, вызванной гомео-

статическим эффектом суммарной РНК селезенки пе-

ренесших диабет животных. Для выяснения этого во-

проса необходимы дальнейшие исследования, кото-

рые могут иметь определенное значение для терапии 

таких состояний. 

В этой связи можно предположить, что известная 

клиницистам рефрактерность к лекарственной тера-

пии, наблюдаемая у некоторой части больных, тоже в 

определенных случаях может быть не конститутивным 

свойством, а временным явлением. Это состояние мо-

жет возникнуть, например, из-за того, что организму 

удалось еще до манифестации болезни – бессимптом-

но или в стертой форме – преодолеть ее клинические 

проявления. В таком случае рефрактерность может 

объясняться клональным гомеостатическим эффектом 

лимфоцитов больного и носить временный характер. 

В этой же связи, в качестве одной из предполагае-

мых причин того, что хронические заболевания труд-

нее, чем острые,  подлежат коррекции, может выступать 

рефрактерность, связанная с тенденцией поддержания 

CD8+ Т-лимфоцитами памяти гомеостаза, достигнуто-

го в результате сложного ряда адаптивных перестроек.
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Влияние хлорида лития на активацию нейтрофилов  
при развитии синдрома системного воспалительного ответа  
у пациентов после операций на сердце  
с использованием аппарата искусственного кровообращения

1ФГБНУ «Федеральный научно-клинический центр реаниматологии и реабилитологии», 

107031, Москва, Россия, ул� Петровка, д� 25, стр� 2;
2ФГБНУ «Научно-исследовательский институт общей патологии и патофизиологии», 

125315, Москва, Россия, ул� Балтийская, д� 8;
3ФГАОУ ВО «Первый Московский государственный медицинский университет им� И�М� Сеченова» Минздрава России (Сеченовский 

Университет), 

119991, Москва, Россия, Трубецкая ул�, д� 8, стр� 2

Цель исследования – изучение in vitro действия хлорида лития на активность нейтрофилов человека при действии сыво-

роток пациентов с синдромом системного воспалительного ответа, развившемся после операций на сердце с искусствен-

ным кровообращением� 

Методика. Исследование проводили in vitro на нейтрофилах, выделенных из крови 6 здоровых доноров� Нейтрофилы акти-

вировали при помощи сыворотки пациентов с синдромом системного воспалительного ответа (ССВО), перенесших опера-

ции на сердце с искусственным кровообращением (ИК)� Активность нейтрофилов оценивали с использованием флуорес-

центных антител к маркерам дегрануляции CD11b и CD66b� Уровень апоптоза и некроза нейтрофилов оценивали через 

22 ч после выделения из крови здоровых доноров; количественная оценка была проведена с использованием аннексина 

V и иодистого пропидия на проточном цитофлуориметре� Интактные и активированные нейтрофилы обрабатывали рас-

твором хлорида лития в концентрациях 0,3; 3,0 и 9,0 мМ� 

результаты. Инкубация нейтрофилов с сывороткой крови пациентов с ССВО после операций на сердце с ИК увеличивала 

экспрессию CD11b в 1,5 раза и экспрессию CD66b в 1,4 раза в сравнении с экспрессией на интактных нейтрофилах� Инку-

бация нейтрофилов с сывороткой крови пациентов с ССВО и раствором хлорида лития в концентрациях 3,0 и 9,0 мМ при-

водило к статистически значимому снижению уровня экспрессии CD11b CD66b на поверхности нейтрофилов в сравнении 

с активированными контрольными� Установлено, что хлорид лития в концентрациях 3,0 и 9,0 мМ возвращал уровни экс-

прессии CD11b и CD66b на активированных нейтрофилах к уровню экспрессии на интактных нейтрофилах� В концентра-

ции 0,3 мМ хлорид лития, используемый при инкубации с активированными нейтрофилами, не вызывал значимого сни-

жения экспрессии CD11b и CD66b относительно контрольных активированных нейтрофилов� Экспрессия CD11b и CD66b 

на активированных нейтрофилах при их инкубации с хлоридом лития в концентрации 0,3 мМ была значимо выше относи-

тельно экспрессии данных молекул на интактных нейтрофилах� Сыворотка пациентов с развившемся ССВО снижала спон-
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Введение

 Не разрешаемое воспаление, сопровождаемое 

гибелью множества клеток и развитием полиорган-

ной недостаточности, повышенная восприимчивость 

к инфекционным возбудителям являются основны-

ми причинами, лежащими в основе высокого риска 

смерти, характерного для критических состояний. Это 

определяет необходимость разработки новых подхо-

дов для патогенетического воздействия на данные 

причины. На сегодняшний день нет достаточно эф-

фективных методов купирования гиперактивирован-

ного состояния иммунной системы. Поэтому одной из 

важнейших задач современной реаниматологии явля-

ется поиск препаратов для профилактики и лечения 

пациентов с синдромом системного воспалительного 

ответа или предотвращения последующих осложне-

ний. Операции на сердце в условиях искусственного 

кровообращения (ИК) представляют крайнюю сте-

пень хирургической агрессии к специфическим фак-

торам, к которым относятся ишемические и реперфу-

зионные повреждения органов, которые, в свою оче-

редь, приводят к окислительному стрессу и развитию 

системной воспалительной реакции в послеопераци-

онном периоде, что ведет к увеличению летальности. 

[1]. По данным Ball и соавторами 30-дневная леталь-

ность при операциях реваскуляризации миокарда со-

ставляет 4,0–5,4% и 6,5–9,1% при операциях на кла-

панах сердца [2].

Чувствительными маркерами системного воспа-

лительного ответа являются молекулы CD11b и СD66b, 

которые находятся во внутриклеточных гранулах ней-

трофилов. При действии воспалительных стимулов 

гранулы сливаются с цитоплазматической мембраной 

и эти молекулы экспонируются на поверхности кле-

ток (рис. 1), этот процесс называется дегрануляцией. 

CD11b взаимодействует с рецепторами ICAM-1 на эн-

дотелиальных клетках, что обеспечивает адгезию ней-

трофилов и последующую их миграцию через эндоте-

лиальный барьер к очагу воспаления [3], в то время как 

CD66b связан с агрегацией нейтрофилов [4].

Определение экспрессии молекул CD11b и СD66b 

широко используется в клинической диагностике. Из-

вестно, что их уровень значительно повышается у па-

циентов с различными видами бактериальных инфек-

ций [5] и сепсисе [6]. 

Таблетированный препарат, основой которого яв-

ляются соли лития (карбонат лития, седалит), ограни-

ченно, но длительное время используется (в психиа-

трии), прежде всего для лечения маниакальных и ги-

поманиакальных фаз биполярного аффективного 

расстройства, а также в профилактике его депрессив-

ных фаз и периодических депрессий. Однако, в послед-

нее время накопилось достаточно новых сведений о 

его высокой эффективности для терапии некоторых 

других состояний, прежде всего, обусловленных ише-

мией/реперфузией. Основную роль ионам лития от-

водят в нейтрализации последствий окислительного 

дистресса, сопутствующего большому ряду генетиче-

ских (нейро- и миопатии) и приобретенных ( инфаркт, 

инсульт, сочетанные травмы) патологий. Препарат ли-

тия принадлежит к веществам, которые обладают вы-

раженными цитопротективными свойствами вслед-

ствие способности фосфорилировать киназу 3-бета 

гликогенсинтетазы (GSK-3β) и инактивировать этот 

фермент. Установлен значительный терапевтический 

потенциал хлорида лития для предотвращения гибели 

клеток в результате ишемии-реперфузии [7–9]. Экс-

периментальные исследования доказали реальные воз-

можности лития для прекондиционирования (защиты 

от ишемии-реперфузии) ткани миокарда, почек, пе-

чени [10–12].

На сегодняшний день молекулярные механизмы 

реализации противовоспалительных свойств солей ли-

тия остаются неизученными и вполне оправданным 

представляется предположение, что хлорид лития спо-

собен модулировать воспалительный ответ организма, 

как на инфекционные, так и неинфекционные повреж-

дающие агенты.

Цель исследования – изучение in vitro действия хло-

рида лития на активность нейтрофилов человека при 

действии сывороток пациентов с синдромом систем-

ного воспалительного ответа, развившемся после опе-

раций на сердце с искусственным кровообращением. 
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Методика

Исследование проводили на нейтрофилах, полу-

ченных из крови здоровых доноров (мужчины, n=6, 

средний возраст 35,6 [28,7; 45,0] лет).

Для изучения противовоспалительных эффектов 

хлорида лития изучали его действие на дегрануляцию 

и апоптоз нейтрофилов. Дегрануляцию нейтрофилов 

определяли: 1) на нейтрофилах, полученных от здоро-

вых доноров, без дополнительного воздействия – ин-

тактных нейтрофилах, 2) на нейтрофилах активиро-

ванных сывороткой крови больных с ССВО, 3) ней-

трофилах, активированных сывороткой крови больных 

с ССВО и инкубированных с раствором хлорида лития 

в разных концентрациях. 

Для выделения нейтрофилов гепаринизированную 

венозную кровь смешивали с раствором декстрана 

Т-500 (Pharmacosmos, Дания) до конечной концентра-

ции декстрана 1% и оставляли при комнатной темпе-

ратуре на 30 мин для осаждения эритроцитов. Верхний 

слой плазмы (обогащенный лейкоцитами и лишенный 

эритроцитов) наслаивали на Фиколл (ПанЭко, Рос-

сия) с плотностью 1,077 г\мл и центрифугировали при 

комнатной температуре при 300 g 30 мин в центрифу-

ге с отключённым тормозом. Затем удаляли суперна-

тант и все дальнейшие процедуры проводили на льду 

с использованием охлажденных растворов. Удаление 

эритроцитов проводили при помощи ресуспендирова-

ния осадка в 2 мл деионизованной стерильной воды в 

течение 45 с, к которой затем добавляли 2 мл двукрат-

ного фосфатного буфера (PBS) для восстановления то-

ничности и центрифугировали при 200g, +4 oC в тече-

ние  10 мин. Осаждённые нейтрофилы промывали PBS 

и ресуспендировали в культуральной среде RPMI-1640 

(Пан Эко, Россия), 10% FBS с низким содержанием 

эндотоксинов. Для изучения дегрануляции нейтрофи-

лов использовали концентрат клеток 4 млн/мл.

Сыворотку крови, которую использовали для акти-

вации нейтрофилов, получали из крови больных с раз-

вившимся синдромом системного воспалительного от-

вета (ССВО). Забор крови проводили в первые и вто-

рые сутки после проведения операций на сердце с ИК 

(мужчины, n=5; средний возраст 38,4 [29,8–42,4] лет). 

Критериями выбора больных были параметры, предло-

женные Американской Коллегией Врачей (American 

College of Chest Physicians/Society of Critical Care Medi-

cine Consensus Conference [13]): температура > 38 или 

<36 °C; ЧСС > 90 уд./мин; ЧДД > 20/мин или PCO
2
 

<32 мм рт. ст.; лейкоцитоз > 12000 или лейкопения < 4000.

Для активации нейтрофилов к концентрату ней-

трофилов от здоровых доноров добавляли сыворотку 

больных с ССВО и инкубировали 30 мин при +37 °С. 

Для определения влияния соли лития на дегрануля-

цию нейтрофилов к концентрату нейтрофилов от здо-

ровых доноров добавляли сыворотку больных с ССВО 

и хлорид лития в концентрациях 0,3; 3,0 и 9,0 мМ и 

также инкубировали 30 мин при +37 °С. Затем добав-

ляли антитела, конъюгированные с флуоресцентными 

красителями СD11b-FITC и CD66b-AlexaFluor647 (BD 

Biosciences, США), и инкубировали 30 мин на льду, 

после чего измеряли уровень флуоресценции (услов-

ные единицы флуоресценции) на проточном цитоф-

луориметре Beckman-Coulter FC 500. 

Для определения апоптоза нейтрофилы от здоро-

вых доноров с добавлением сыворотки больных с 

рис. 1. Активация нейтрофилов и экспрессия ими молекул адгезии CD11b (красный треугольник) и СD66b (зеленый треугольник) под действием 

воспалительного стимула� ICAM-1 – англ� Inter-Cellular Adhesion Molecule, молекула клеточной адгезии, которая экспрессируется эндотелием�
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ССВО и нейтрофилы от здоровых доноров с добавле-

нием сыворотки больных с ССВО и хлорида лития в 

разных концентрациях (0,3; 3,0 и 9,0 мМ) инкубиро-

вали в течение 22 ч при 37 °С в увлажнённом CO
2
-

инкубаторе. Затем клетки центрифугировали при 400 g 

в течение 5 мин и ресуспендировали осадок в 70 мкл 

буфера (10 мМ HEPES, 120 мМ NaCl, 2,5 мМ CaCl2, 

pH = 7,4). К каждой пробе добавляли 2,5 мкл аннек-

сина V, конъюгированного с флуоресцентным краси-

телем FITC (ThermoFisher, США) и оставляли на 

25 мин при 37 °С. Далее добавляли иодид пропидия до 

конечной концентрации 5 мкг/мл, инкубировали ещё 

5 мин, после чего анализировали не менее 50 тысяч 

клеток с помощью проточного цитофлуориметра 

Beckman Coulter CytoFLEX. Апоптотическими счита-

ли аннексин V-положительные и пропидий иодид-от-

рицательные клетки. 

Для статистического анализа использовались про-

граммы Statistica 10.0 (StatSoft, Inc.) и MedCalc 12.5.0.0 

(MedCalc Software bvba). Средние значения представ-

лены медианой с межквартильным интервалом. Меж-

групповые различия показателей оценивались при по-

мощи U-критерия Манна-Уитни и принимались ста-

тистически значимыми при уровне р <0,05. 

результаты 

Активация нейтрофилов – одна из стадий разви-

тия воспаления, при которой под действием внешних 

сигналов у нейтрофилов наблюдаются морфологиче-

ские и физиологические изменения (уплощение, де-

грануляция, миграция, секреция цитокинов, окисли-

тельный взрыв и другие). Чувствительными маркера-

ми активации и дегрануляции являются молекулы 

CD11b и СD66b, которые находятся во внутриклеточ-

ных гранулах нейтрофилов. 

В проведенном исследовании уровень экспрессии 

CD11b на поверхности интактных нейтрофилов (здо-

ровые доноры) составлял 3577,50 у.е.ф. Инкубация ней-

трофилов с сывороткой крови пациентов с ССВО при 

ИК увеличивала экспрессию тех же молекул в 1,5 раза 

в сравнении с экспрессией на интактных нейтрофилах. 

Добавление раствора хлорида лития в концентрации 9,0 

мМ к интактным нейтрофилам незначимо уменьшало 

экспрессию молекул CD11b (табл. 1). Хлорид лития в 

концентрации 0,3 мМ, используемый при инкубации 

нейтрофилов с сывороткой крови пациентов с ССВО, 

вызывал снижение экспрессии CD11b на уровне тен-

денции относительно экспрессии данной молекулы на 

контрольных активированных нейтрофилах без добав-

ления препарата. Добавление лития хлорида в среду ин-

кубации нейтрофилов с сывороткой крови пациентов с 

ССВО в больших концентрациях 3,0 и 9,0 мМ приво-

дило к статистически значимому снижению уровня экс-

прессии CD11b на поверхности нейтрофилов в сравне-

нии с контрольными активированными нейтрофилами 

(табл. 1). Сравнение уровня экспрессии CD11b на ак-

тивированных нейтрофилах, которые инкубировали с 

хлоридом лития в концентрации 0,3 мМ, с уровнем экс-

прессии данной молекулы на интактных нейтрофилах 

статистически значимого различия не выявило. Хлорид 

лития в концентрациях 3,0 и 9,0 мМ возвращал уровни 

экспрессии CD11b на активированных нейтрофилах к 

уровню экспрессии, показанному на интактных ней-

трофилах. Более того, использование максимальной 

концентрации 9,0 мМ не значимо (на 30 %) снижало 

экспрессию этих молекул в сравнении с интактными 

нейтрофилами (табл. 1).

Выявленные в эксперименте закономерности экс-

прессии CD11b на нейтрофилах были также характерны 

и для экспрессии CD66b в тех же условиях. Уровень экс-

прессии CD66b на поверхности интактных нейтрофилов 

(здоровые доноры) составлял 10778,0 у.е.ф (табл. 2). 

Инкубация нейтрофилов с сывороткой крови па-

циентов с ССВО при ИК увеличивала экспрессию 

Таблица 1

 Уровень экспрессии cd11b на поверхности нейтрофилов при 

воздействии сыворотки пациентов с развившемся синдромом 

системного воспалительного ответа после операций на сердце с 

искусственным кровообращением и раствора хлорида лития 

Нейтрофилы

Инкубация с раство-

ром хлорида лития, 

концентрация

Экспрессия 

CD11b, у.е.ф.

Интактные
-

3577,50 

[3389,0–3889,0]

9,0 мМ
2978,9 [2588,0–

3778,0] 

Активированные
-

5369,0 [5115,0–

5456,0] *

0,3 мМ
5098,0 [4527,0-

5375,0]

3,0 мМ
3688,50 [3200,0–

3974,0] #

9,0 мМ
2998,50 [1912,0–

3194,0] #

Примечание. Здесь и в табл. 2 и 3 интактные нейтрофилы – нейтро-

филы, полученные от здоровых доноров; активированные нейтро-

филы – интактные нейтрофилы, инкубированные с сывороткой 

крови пациентов с развившемся СCВО после ИК. Данные представ-

лены медианой и межквартильным интервалом, * - p <0,05 в срав-

нении экспрессией CD66b на интактных нейтрофилах, # - p <0,05 в 

сравнении экспрессией CD66b на активированных нейтрофилах (по 

Манна-Уитни).
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Результаты исследования показали, что уровень 

апоптоза нейтрофилов человека через 22 ч после вы-

деления составляет 57,70%. Инкубация нейтрофилов 

с сыворотками пациентов, у которых развился ССВО 

после операций на сердце с ИК, значимо в 1,6 раза 

уменьшает количество нейтрофилов, которые под-

верглись спонтанному апоптозу. Добавление раствора 

хлорида лития в концентрации 9,0 мМ к интактным 

нейтрофилам значимо на 31% уменьшало количе-

ство нейтрофилов, которые подверглись спонтанно-

му апоптозу. Апоптоз активированных нейтрофилов, 

инкубированных с растворами хлорида лития в кон-

центрациях 0,3; 3,0 или 9,0 мМ  был значимо ниже, 

чем спонтанный апоптоз интактных нейтрофилов. 

Хлорид лития в концентрациях 3,0 и 9,0 мМ, добав-

ленный в среду инкубации нейтрофилов с сыворот-

кой крови пациентов с ССВО, значимо увеличивал 

количество нейтрофилов, подвергшихся спонтанно-

му апоптозу в сравнении с апоптозом активирован-

ных нейтрофилов (табл. 3). 

Эти данные свидетельствуют, что сыворотка паци-

ентов с развившемся ССВО после операций на сердце 

с ИК снижает возможности нейтрофилов к спонтан-

ному апоптозу, а раствор лития хлорида в концентра-

ции 3,0 мМ и выше, добавленный в среду инкубации, 

способен увеличить способность нейтрофилов к спон-

танному апоптозу. 

заключение

Проведенные исследования показали, что реа-

лизация противовоспалительного эффекта солей ли-

тия на повреждающие агенты осуществляется, в том 

числе, через воздействие на нейтрофилы, что при-

Таблица 2

 Уровень экспрессии cd66b на поверхности интактных нейтро-

филов при воздействии сыворотки пациентов с развившемся 

синдромом системного воспалительного ответа после операций 

на сердце с искусственным кровообращением и раствора лития 

хлорида 

Нейтрофилы

Инкубация с 

раствором хло-

рида лития, 

концентрация

Экспрессия CD66b, у.е.ф.

Интактные
- 10778,0 [10088,0–11555,0]

9,0 мМ 7555,0 [6888,0–8545,0] *

Активиро-

ванные

- 15105,0 [15658,0–15892,0] *

0,3 мМ 14187,0 [13678,0–15877,0] *

3,0 мМ 11712,0 [10587,0–11985,0] #

9,0 мМ 8333,0 [6989,0–9845,0] #

Таблица 3

Уровень апоптоза анексин-положительных (an+) нейтрофилов 

при инкубации с сыворотками пациентов с развившемся син-

дромом системного воспалительного ответа после операций  

на сердце с искусственным кровообращением и раствором ли-

тия хлорида

Нейтрофилы

Инкубация с раство-

ром хлорида лития, 

концентрация

Уровень апоптоза и 

некроза, %

Интактные
- 57,70 [56,70–58,30]

9,0 мМ 39,95 [39,50–43,50]

Активирован-

ные

- 35,80 [33,80–39,00] *

0,3 мМ 34,45 [33,90–35,10] *

3,0 мМ 46,55 [43,00–47,70] *, #

9,0 мМ 44,40 [40,50–48,80] *, #

CD66b в 1,4 раза в сравнении с экспрессией на интакт-

ных нейтрофилах. Добавление раствора хлорида лития 

в концентрации 9,0 мМ к интактным нейтрофилам 

значимо уменьшало экспрессию молекул CD66b по от-

ношению к интактным нейтрофилам (табл. 2). Добав-

ление хлорида лития в концентрациях 3,0 и 9,0 мМ 

в среду инкубации нейтрофилов, активированных сы-

вороткой крови пациентов с ССВО, вызывало стати-

стически значимое уменьшение экспрессии CD66b на 

поверхности нейтрофилов в сравнении с экспрессией 

CD66b на активированных нейтрофилах без добавле-

ния хлорида лития. Использование концентрации 

0,3 мМ при инкубации активированных нейтрофилов 

значимо не влияло на экспрессию CD66b в сравнении 

с его экспрессией на активированных нейтрофилах без 

добавления препарата. Уровень экспрессии CD66b на 

активированных нейтрофилах, которые инкубирова-

ли с хлоридом лития в концентрации 0,3 мМ, был зна-

чимо выше, чем экспрессия данной молекулы на ин-

тактных нейтрофилах. 

Хлорид лития в концентрациях 3,0 и 9,0 мМ вос-

станавливал уровни экспрессии CD66b на активиро-

ванных нейтрофилах до уровня экспрессии на интакт-

ных нейтрофилах. Использование максимальной кон-

центрации 9,0 мМ не значимо (на 20 %) снижало 

экспрессию этих молекул при сравнении с интактны-

ми нейтрофилами (табл. 2).

Апоптоз – крайне важный и сложно регулируемый 

этап в жизненном цикле нейтрофилов, поскольку 

слишком быстрая и массовая  гибель нейтрофилов 

приведёт к нейтропении и подверженности организ-

ма инфекциям, а излишне долгая жизнь – напротив, 

может вызвать хроническое воспаление [14].
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водит к снижению экспрессии на их поверхности 

маркеров дегрануляции CD11b и CD66b. В тоже вре-

мя раствор лития хлорида увеличивает способность 

нейтрофилов к спонтанному апоптозу. Полученные 

результаты позволяют предположить возможные 

перспективы применения лития хлорида для профи-

лактики и лечения ССВО после операций на сердце 

с ИК. 
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Михайличенко М.и., Шаповалов К.г., Мудров В.а. Фигурский с.а., емельянов р.с.

Патогенетическое значение дисфункции эндотелия  
в формировании гипертонуса сосудистой стенки  
при местной холодовой травме

ФГБОУ ВО «Читинская государственная медицинская академия» Минздрава России, 

672000, Чита, Россия, ул� Горького, д� 39А

актуальность. В структуре общего травматизма местная холодовая травма имеет большой удельный вес� Выявление новых 

маркеров криоповреждения способствует более ранней диагностике глубины поражений тканей при обморожении, соз-

данию новых подходов к хирургическому лечению  и ускоренной реабилитации пострадавших� 

Цель исследования — изучение в динамике содержания оксида азота, асимметричного диметиларгинина и циркулиру-

ющих эндотелиальных клеток в сыворотке крови у пациентов с местной холодовой травмой�

Методика. В исследование включено 80 пациентов с обморожениями нижних конечностей III–IV степени в позднем реак-

тивном периоде и периоде гранулирования и эпителизации� Использован мультиплексный анализ сыворотки крови набо-

ром реагентов фирмы Biomedical (США), методом Hladovec (1978) и методом П�П� Голикова (2004) соответвенно� 

результаты. У пациентов с криотравмой во всех исследуемых группах установлено снижение уровня оксида азота отно-

сительно контроля� У пострадавших с местной холодовой травмой на 5-е сут отмечено значительное снижение в крови 

уровня асимметричного диметиларгинина� на 30-е сут с момента криоповреждения уровень асимметричного диметилар-

гинина  не отличался от показателей контрольной группы� При обморожении дистальных сегментов стоп концентрация 

асимметричного диметиларгинина в крови не менялась относительно контроля� У пациентов с тяжелыми обморожени-

ями нижних конечностей уровень асимметричного диметиларгинина  в крови снижался в 3,6 раза� У пациентов с местной 

холодовой травмой на 5-е сут установлено увеличение в крови уровня циркулирующих эндотелиальных клеток в 5,2 раза, 

на 30-е сут с момента криоповреждения уровень циркулирующих эндотелиальных клеток снижался, но, по-прежнему, пре-

вышал контрольные значения� У пострадавших с обморожением дистальных сегментов стоп содержание в крови цирку-

лирующих эндотелиальных клеток увеличилось в 2,7 раза, с поражением проксимальных сегментов нижних конечностей 

– в 6,7 раза относительно здоровых добровольцев� У пациентов с  наиболее тяжелыми обморожениями нижних конечно-

стей уровень циркулирующих эндотелиальных клеток в крови повышался в 9 раз�
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The relevance of local cold injury remains high� In the structure of general injury prevalence, proportion of freeze burns is great� 

Identification of new markers of cold injury will help earlier determination of tissue lesion depth, development of new approaches 

in the surgical treatment of deep freeze burns of extremities, and promote rehabilitation of patients�

the aim of this study was to elucidate the dynamics of the serum content of nitric oxide (NO), asymmetric dimethylarginine 

(ADMA), and circulating endothelial cells (CEC) in patients with local cold injury�

Methods� The study included 80 patients with III-IV degree frostbite of the lower extremities in the late reactive period and the 

period of granulation and epithelization� Multiplex analyses of blood serum were performed with Biomedical (USA) reagent kits, 

according to methods by Hladovec (1978) and Golikov (2004)�

results� In all groups of patients with frostbite, NO level was decreased compared to the control� Patients with local cold trauma 

displayed significant decreases in blood levels of ADMA on day 5; on day 30 after the cold trauma, the ADMA level did not differ 

from the control group� In patients with frostbite of the distal foot segments, the blood concentration of ADMA did not change 

from the control level� In patients with the most severe frostbite of the lower extremities, serum ADMA decreased 3�6 times� Patients 

with local cold trauma had a 5�2-fold increase in the blood level of CEC on day 5� On day 30 after the freeze burn, the amount of 

CEC was decreased but still remained above the control value� In patients with frostbite of the distal foot segments, the content 

of CEC increased 2�7 times compared to the control� In patients with lesions of more proximal segments of the lower extremities, 

the CEC index was increased 6�7 times compared to healthy volunteers� In patients with the most severe frostbite of the lower 

extremities, the blood content of CEC was 9 times increased�
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Введение

В первой половине ХХ века высказано предполо-

жение об основополагающей роли эндотелия и микро-

циркуляторного русла в развитии многих заболеваний 

[1]. Буквально за несколько лет учения об эндотели-

альной дисфункции приобрели массовый характер, 

выявлены и установлены дисфункциональные эндо-

телиальные патогенетические маркеры, лежащие в ос-

нове практически всех эндогенных заболеваний. Этот 

эндокринный орган высочайшей дифференциации 

считается в настоящее время одним из основных регу-

ляторов жизненных процессов в норме, и фактором 

провоцирующим тотальный сбой в работе большин-

ства систем организма в условиях патологии [1–4].

В связи с тем, что в России с ее географическим 

положением низкие температуры не редкое явление, 

а в некоторых регионах преобладают большую часть 

года, актуальность изучения местной холодовой трав-

мы остается на высоком уровне [3]. В структуре общего 

травматизма локальное криоповреждение имеет боль-

шой удельный вес [1, 2, 4]. Возросший за последние го-

ды интерес отечественных и зарубежных исследовате-

лей к изучению патогенетических основ развития, те-

чения и отдаленных последствий местной холодовой 

травмы связан с высокой частотой инвалидизации, 

особенно у пациентов с III–IV степенью обмороже-

ния. Очень важными факторами являются утрата тру-
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доспособности преимущественно лиц молодого воз-

раста, сложности в диагностике, а также неудовлетво-

рительные результаты лечения [2, 3, 5, 6].

Выявление новых маркеров криоповреждения спо-

собствует более ранней диагностике глубины пораже-

ний тканей, созданию новых подходов к хирургиче-

скому лечению глубоких отморожений конечностей и 

ускоренной реабилитации пострадавших [2–6].

Дисфункция эндотелия играет главную роль в за-

пуске патогенетических механизмов МХТ. Под терми-

ном «эндотелиальная дисфункция» понимают неадек-

ватное выделение эндотелием различных биологиче-

ски активных веществ, в частности оксида азота, его 

ингибиторов [4]. Особый интерес представляет мор-

фофункциональное состояние эндотелиальной вы-

стилки, и наличие свободно циркулирующих в крово-

токе десквамированных эндотелиальных клеток [6-8].

Первым доказательством роли эндотелия в регуля-

ции тонуса сосудов явились данные о продуцировании 

им вазоактивных веществ, появившиеся в 1977 г. [8]. 

Позже, в 1980 г., было высказано предположение, что 

может существовать расслабляющий сосудистый фак-

тор, связанный с эндотелием [9]. Впоследствии две не-

зависимых группы исследователей показали, что этот 

расслабляющий фактор представляет собой оксид азо-

та (NO) [10, 11].

Позднее M. Mudau и соавт. выявлен еще один мар-

кер, связанный с метаболизмом NO, а именно асим-

метричный диметиларгенин (ADMA) [10, 12, 13]. Из-

учение ADMA, как молекулы антагониста L-аргинина, 

основного субстрата NOS, – очень важный шаг в по-

нимании процессов деградации сосудистой стенки на 

ранней, клинически немой стадии заболевания [11, 12, 

14]. Дополнительные исследования в области фунда-

ментальной науки и клинических испытаний необхо-

димы для понимания роли этой молекулы в качестве 

перспективного маркера будущих коронарных собы-

тий и возможной терапевтической мишени в контек-

сте атеросклеротического сосудистого заболевания и 

последствий любых повреждений.

Вы современной литературы мы не обнаружили 

комплексных работ, посвященных вазоактивной со-

ставляющей дисфункции эндотелия у пациентов с 

местной холодовой травмой. В связи этим, попытка 

сформировать новое звено патогенеза местной холо-

довой травмы легла в основу нашего труда. 

Цель исследования – установить динамику содер-

жания уровня оксида азота, асимметричного димети-

ларгинина  и циркулирующих эндотелиальных кле-

ток в сыворотке у пациентов с местной холодовой 

травмой.

Методика

Все пациенты и добровольцы, участвовавшие в 

клиническом исследовании, давали  письменное до-

бровольное информированное согласие, в соответ-

ствии с требованиями Хельсинкской декларации Все-

мирной медицинской ассоциации (в ред. 2013 г.). Про-

токол исследования одобрен этической комиссией  

Читинской государственной медицинской академии.

Исследование включено 80 пациентов (60 мужчин 

и 20 женщин) с обморожениями III–IV степени паль-

цев стопы (1-я группа), поражением III-IV степени 

пальцев и среднего отдела стопы (2-я группа), либо 

всей стопы 

(3-я группа) в позднем реактивном периоде и пе-

риоде гранулирования и эпителизации. Средний воз-

раст пациентов составил 43±7 лет. Определение уров-

ня асимметричного диметиларгинина (АDМА), ок-

сида азота (NO), и циркулирующих эндотелиальных 

клеток (ЦЭК) в сыворотке крови выполнялось на 5-е 

и 30-е сут с момента получения травмы у одних и тех 

же пациентов. Уровень ADMA определяли с помо-

щью мультиплексного анализа сыворотки крови на-

бором реагентов фирмы Biomedical (США). Количе-

ство десквамированных эндотелиоцитов в крови вы-

являли методом Hladovec (1978). Метод основан на 

изоляции клеток вместе с тромбоцитами с последую-

щим осаждением тромбоцитов с помощью АДФ. 

Определение нитритов крови осуществляли непря-

мым методом П.П. Голикова (2004). Все пострадав-

шие находились на стационарном лечении в краевом 

центре термической травмы на базе городской боль-

ницы № 1 г. Читы с местной холодовой травмой ниж-

них конечностей в период с 2018 по 2019 г. Контроль-

ную группу составили сопоставимые по возрасту от-

носительно здоровые лица (n=16). Из исследования 

были исключены пациенты с тяжелой соматической 

патологией: неспецифическими воспалительными 

процессами различной локализации, облитерирую-

щими заболеваниями сосудов, поражениями нервов 

конечностей, сахарным диабетом, гипертонической 

болезнью, алиментарным истощением, лица с физи-

ческой алкогольной зависимостью.

Статистический анализ. Статистическая об-

работка результатов исследования осуществлялась 

с помощью пакета программ IBM SPSS Statistics 

Version 25.0. Полученные данные представлены в 

виде медианы, средней величины и доверительного 

интервала. Для сравнения показателей, распределе-

ние которых отличалось от нормального, использо-

ван непараметрический критерий Краскела–Уол-
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лиса. Оценка статистической значимости различий 

показателей проводилась за счет сравнения рассчи-

танного и критического значений критерия Краске-

ла–Уоллиса с последующим определением уровня 

значимости p. Учитывая выявление различий при 

сравнении всех исследуемых групп с помощью кри-

терия Краскела–Уоллиса для более точного описа-

ния наблюдаемых тенденций использован критерий 

Манна–Уитни, позволяющий оценить различия по-

казателей при сравнении групп попарно, с примене-

нием поправки Бонферрони при оценке значения р. 

Учитывая отсутствие нормального распределения, 

для оценки связи между двумя показателями исполь-

зован коэффициент ранговой корреляции Спирме-

на (ρ). Исходя из полученного значения ρ определе-

на теснота связи по шкале Чеддока и ее направление 

(прямая или обратная). Прогностическая модель по-

строена путем нелинейного регрессионного анали-

за. В последующем рассчитывали скорригированный 

коэффициент детерминации, показывающий долю 

объясняемой зависимости.

результаты

Как показали результаты исследования у пациен-

тов с местной холодовой травмой на 5-е сут установ-

лено снижение уровня NO в крови в 1,5 раза. На 30-е 

сут с момента криопореждения уровень NO в крови 

был еще ниже – в 2,5 раза относительно контрольной 

группы (табл. 1). У пострадавших с обморожением  

дистальных сегментов стоп содержание NO в крови 

уменьшилась в 1,7 раза, у больных с поражением бо-

лее проксимальных сегментов нижних конечностей – 

в 2,3 раза, у пациентов с самыми тяжелыми обмороже-

ниями нижних конечностей уровень NO в крови сни-

жался в 2,9 раза (табл. 2).

Значительное снижение уровня ADMA в систем-

ном кровотоке (в 4,5 раза) наблюдалось у пациентов с 

местной холодовой травмой на 5-е сут. При этом и на 

30-е сут с момента криоповреждения уровень ADMA 

не изменялся относительно контрольной группы 

(табл. 1). У пострадавших с обморожением дистальных 

сегментов стоп и более проксимальных сегментов ниж-

них конечностей уровень ADMA значимо не откло-

нялся от контроля. У пациентов с самыми тяжелыми 

обморожениями нижних конечностей уровень ADMA 

в крови снижался в 3,6 раза (табл. 2). 

Содержание ЦЭК в крови пациентов с местной хо-

лодовой травмой на 5-е сут возрастал в 5,2 раза. При 

этом на 30-е сут с момента криоповреждения уровень 

ЦЭК снижался, но, по-прежнему, оставался значимо 

выше  контроля (в 1,9 раза) (табл. 1). У пострадавших 

с обморожением дистальных сегментов стоп содержа-

ние ЦЭК в крови увеличилось в 2,7 раза, у больных 

с поражением более проксимальных сегментов ниж-

них конечностей – в 6,7 раза, у пациентов с самыми 

тяжелыми обморожениями нижних конечностей уро-

вень ЦЭК в крови повышался в 9 раз (табл. 2).

Обсуждение

В настоящее время считается, что оксид азота име-

ет большое значение для поддержания целостности эн-

дотелия, а его гипоинкреция провоцирует изначальную 

нестабильность клеточной мембраны эндотелиоцита 

[12, 15]. Механизм этого явления пока не установлен.

Известно, что уровень NO в крови при местной хо-

лодовой травме снижен практически на всех сроках 

наблюдения [5, 6]. По мнению ряда авторов [6], по-

врежденный холодом эндотелий утрачивает возмож-

ность инкретировать оксид азота. По своей сути эндо-

генный оксид азота является важнейшим перифери-

Таблица 1

динамика концентрации вазоактивных молекул и уровня ЦЭК у пострадавших в разные периоды криотравмы

Показатель Контроль, n=16 5-е сут с момента травмы, n=50 30-е сут с момента травмы, n=50

NO (мкмоль/л) 4,10±0,13 (95% Cl 4,00-4,20)
2,15±0,23 (95% Cl 2,00-2,30)

p<0,0001

1,52±0,19 (95% Cl 1,40-1,70)

p<0,0001

p
1
=0,037276

ADMA (ng/ml)
181,49±37,91 (95% Cl 150,65-

205,45)

40,94±18,32 (95% Cl 30,02-48,46)

p=0,001420

85,98±29,44 (95% Cl 69,39-95,81)

p=0,050953

p
1
=0,197047

ЦЭК, ×104/л стати-

стически значим
2,15±0,19 (95% Cl 2,00-2,30)

13,10±1,41 (95% Cl 12,30-14,00)

p<0,0001

4,54±0,43 (95% Cl 4,20-4,90)

p<0,0001

p
1
<0,0001

Примечание. p – статистическая значимость различий с показателями контроля;

p
1
 – с показателями предыдущего срока наблюдения. CI – доверительный интервал.
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ческим вазодилятатором [4, 12, 16, 17]. Не исключено, 

что при снижении уровня эндогенного NO уменьше-

ние уровня ADMA является компенсаторным механиз-

мом защиты и попыткой купирования стойкого пери-

ферического вазоспазма путем стимуляции, либо сни-

жение обеих вазоактивных молекул – есть следствие 

критической дисфункции эндотелиоцитов, что под-

тверждается резким повышением уровня   десквами-

рованных эндотелиальных клеток в кровотоке.

Оксид азота не только участвует в регуляции тону-

са сосудов, но и тормозит агрегацию тромбоцитов, их 

адгезию к стенкам сосудов, обладает цитотоксическим 

и рядом других эффектов [4, 6]. Следовательно, сни-

жение уровня NO влечет за собой повышение уровня 

агрегационной активности тромбоцитов и увеличение 

количества лейкоцитарно-тромбоцитарных коагрега-

тов, которые мигрируя в межуточное пространство, 

усиливают интерстициальный отек и провоцируют эн-

дотелиальную дисфункцию как в очаге альтерации, так 

и перифокально [1, 5, 6].

Помимо этого, NO имеет прямое влияние на под-

держание кровотока путем регуляции мышечного то-

нуса [13-17]. Сосудистый гипертонус у пациентов с 

местной холодовой травмой подтвержден ранее про-

веденными исследованиями с помощью лазерной доп-

плеровской флоуметрии [5, 6]. В работах указывается 

на выраженный дефицит кровенаполнения микроцир-

куляторного русла, что пагубно влияет на трофику тка-

ней и усугубляет гипоксию тканей. В последнее время 

важную роль в нарушении высвобождения оксида азо-

та отводят ингибированию синтазы оксида азота дей-

ствием асимметричного диметиларгинина, который 

блокируется естественным субстратом данного фер-

мента – L-аргинином [4].

Но как показано сравнительно недавно, ADMA 

имеет гораздо больше клинических эффектов, по-

мимо его влияния на L-аргинин. Резкое повышение 

уровня ADMA вызывает временное падение частоты 

сердечных сокращений с уменьшением сердечного 

выброса и повышением артериального давления [8]. 

Мало известно и о потенциальных долгосрочных эф-

фектах повышенного уровня ADMA. Zoccali et al. со-

общают, что повышение уровня ADMA в 1,5 раза по-

вышает риск сердечно-сосудистой смертности в 7 раз, 

а его повышение в 2 раза – в 15 раз [16]. Интересно, 

что недавно был предложен NOS-независимый ак-

тивирующий эффект ADMA на ангиотензинпревра-

щающий фермент, который, как известно, является 

доминирующим в ренин-ангиотензиновой системе, 

оказывающей прямое действие на метаболизм в со-

судистой стенке [18, 19].

Ранее показано, что увеличение концентрации 

ADMA приводит к значительному снижению выработ-

ки NO [11,14]. Формирующаяся эндотелийзависимая 

вазоконстрикция лежит в основе патогенеза многих 

заболеваний, в частности сахарного диабета, артери-

альной гипертензии, почечной недостаточности, ос-

ложненного акушерства. [11, 17, 20]. В когорте паци-

ентов с гемодиализом обнаружили, что ADMA может 

быть сильным и независимым фактором риска общей 

Таблица 2

динамика концентрации вазоактивных молекул и уровня ЦЭК у пострадавших в зависимости от уровня поражения 

Показатель Контроль, n=16 1-я группа, n= 34 2-я группа, n= 34 3-ягруппа, n= 32

NO (мкмоль/л)
4,10±0,13 (95% Cl 4,00-

4,20)

2,21±0,18 (95% Cl 2,10-

2,33)

p<0,0001

1,83±0,14 (95% Cl 1,80-1,90)

p<0,0001

p
1
=0,100444

1,47±0,10 (95% Cl 1,40-1,50)

p<0,0001

p
1
=0,000640

p
2
=0,040432

ADMA (ng/ml)
181,49±37,91 (95% Cl 

150,65-205,45)

169,63±18,77 (95% Cl 

165,05-178,28)

p=0,780429

109,76±13,50 (95% Cl 100,36-

114,48)

p=0,081133

p
1
=0,011851

50,10±16,17 (95% Cl 37,90-

56,59)

p=0,002607

p
1
<0,0001

p
2
=0,006199

ЦЭК,×104/л
2,15±0,19 (95% Cl 2,00-

2,30)

6,35±0,47 (95% Cl 6,00-

6,73)

p<0,0001

14,69±1,40 (95% Cl 14,00-

15,00)

p<0,0001

p
1
<0,0001

19,88±2,40 (95% Cl 18,40-

20,60)

 p<0,0001

p
1
<0,0001

p
2
=0,066425

Примечание. p – статистическая значимость различий с показателями контроля; контроля; p
1
 – с показателями 1-й группы; p

2
 – с показа-

телями 2-й группы. CI – доверительный интервал
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смертности и сердечно-сосудистых катастроф [19, 21]. 

В настоящее время взгляды на метаболизм асимме-

тричного диметиларгинина претерпевают значитель-

ные изменения.

При анализе полученных результатов отмечает-

ся значительное снижение АDМА в сыворотке кро-

ви у пациентов с местной холодовой травмой в ран-

нем реактивном периоде по сравнению с контрольной 

группой. При этом содержание АDМА в сыворот-

ке снижено и на 30-е сут с момента криоповрежде-

ния. Подобный феномен, вероятно, связан со стой-

ким периферическим вазоспазмом, дефицитом NO-

зависимых механизмов вазодилятации и вероятной 

гибелью эндотелиальной выстилки в очаге альтера-

ции и перифокально. Факт выраженной деструкции 

эндотелиоцитов подтверждают и выполненные ра-

нее работы, установившие значительное повышение 

содержания цитокинов в периферической крови [5]. 

Последние, как известно, в значительных концентра-

циях имеют выраженный опосредованный цитоток-

сический эффект [1, 20].

Отмечено статистически значимое снижение уров-

ня ассиметричного диметиларгинина в крови у пациен-

тов с тяжелой местной холодовой травмой, а именно у 

пострадавших с обморожениями всей стопы и дисталь-

ных сегментов голени. У пациентов с обморожениями 

пальцев уровень ADMA не изменился. 

После восстановления кровотока в поврежденных 

сегментах конечностей десквамированные эндотели-

альные клетки в большом количестве выбрасывались 

в системный кровоток. Кроме того, неравномерное по-

вышение температуры сопровождалось гипоксией и 

дегрануляцией новых порций тромбоцитов. Помимо 

этого, патологическая болевая импульсация провоци-

рует инкрецию значительного количества катехолами-

нов и прочих стресс-гормонов. Указанные процессы 

также должны сопровождаться десквамацией клеток 

эндотелия. В более поздние сроки криотравмы, а имен-

но на 30-е сут, происходило отграничение очага аль-

терации, а также выполнялись некрэктомии, экзарти-

куляции и ампутации сегментов конечностей, при этом 

снижался объем поврежденных тканей, что нашло свое 

подтверждение и в уменьшении количества ЦЭК. 

Вероятно, увеличение объема поврежденных тка-

ней провоцирует значительное повреждение сосуди-

стой стенки, гибель эндотелиоцитов и обнажение су-

бэндотелиального матрикса. В ответ на это активиру-

ется все большее количество тромбоцитов, которые 

реализуют процессы воспаления и привлекают в очаг 

альтерации иммунокомпетентные клетки. Тромбоци-

ты выделяют тромбоксан А2, являющийся мощней-

шим вазоконстриктором. Процессы периферическо-

го вазоспазма еще больше усугубляются. Снижение 

уровня ADMA у пациентов с выраженной площадью 

альтерации, вероятно, опять-таки является механиз-

мом стабилизации периферического вазоспазма и 

усугубляющейся ишемии путем попытки косвенной 

провокации синтеза оксида азота, хотя его уровень 

снижен во все периоды криоповреждения. Однако не-

которые авторы предполагают, что существуют меха-

низмы, с помощью которых низкие концентрации NO 

и ADMA оказывают неблагоприятное воздействие на 

сосудистую систему [21-24]. Не исключено, что влия-

ние ADMA на ангиотензинконвертирующий фермент 

провоцирует аккумуляцию бета-амилоидных бляшек 

в субэндотелиальном матриксе, что ведет к дезорга-

низации клеточной мембраны и хронизации процес-

сов воспаления.

Таким образом, судить об объеме криоповрежде-

ния возможно по значению одного из показателей дис-

функции эндотелия (ADMA, NO или ЦЭК) (табл. 3).

Между тем, гипотетически существует вероятность 

увеличения эффективности диагностики уровня кри-

оповреждения при одновременном учете нескольких 

показателей. 

Вторым этапом исследования явилось создание и 

оценка эффективности прогностической модели. С це-

лью прогнозирования объема криоповреждения раз-

работан коэффициент К, расчет которого основан на 

нелинейном регрессионном анализе и выражается 

формулой: K = 100 × ЦЭК / (ADMA × NO), где ЦЭК 

– циркулирующие эндотелиальные клетки, ADMA – 

Таблица 3

Фактическая степень параллелизма между объемом криоповреждения и уровнем показателей дисфункции эндотелия

Показатели дисфункции  

эндотелия

Коэффициент корреляции 

Спирмена
Сила связи по шкале Чеддока Направление связи

ADMA - 0,898 высокая обратная

NO - 0,945 высокая обратная

ЦЭК 0,955 высокая прямая
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асимметричный диметиларгинин, NO – оксид азота. 

При значениях коэффициента K от 1,0 до 5,0 прогно-

зируется отморожение на уровне пальцев, от 5,0 до 13,0 

– на уровне дистального сегмента стопы, более 13,0 – 

на уровне нижней трети голени. Коэффициент корре-

ляции между объемом поражения тканей нижних ко-

нечностей и значением коэффициента K составляет 

0,963. Связь между исследуемыми признаками – пря-

мая, теснота (сила) связи по шкале Чеддока – высо-

кая. Учитывая результаты статистического анализа, 

можно считать разработанную модель близкой к функ-

циональной (табл. 4).

Сформированная модель позволяет с высокой точ-

ностью прогнозировать уровень повреждения тканей 

при местной холодовой травме на основе исследуемых 

маркеров, что, вне всякого сомнения, имеет важное 

прикладное значение и способствует коррекции про-

водимого лечения.

Выводы 

У пациентов с местной холодовой травмой в кро-

ви снижается уровень NO и АДМА во все периоды кри-

оповреждения.

Максимальное снижение уровня NO и АDМА в 

крови у пациентов с местной холодовой травмой от-

мечено на 5-е сутки с момента местной холодовой 

травмы. 

Содержание NO и ADMA в кровотоке зависит от 

тяжести криоповреждения. Минимальный уровень за-

регистрирован у пациентов с наибольшей тяжестью 

травмы.

Объем пораженных тканей прямо пропорциона-

лен уровню ЦЭК в сыворотке пострадавших. В позд-

ние сроки с момента травмы уровень ЦЭК не отлича-

ется от показателей контроля ввиду снижения процес-

сов воспаления и уменьшения площади поврежденной 

сосудистой стенки.
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Никотинамид фосфорибозилтрансфераза (Nampt) стимулирует синтез матричных металлопротеиназ и хемокинов, поддер-

живающих синовиальное воспаление, обусловленное лейкоцитарной инфильтрацией� Положительная корреляция между 

Nampt и C-реактивным белком подтверждает его роль как медиатора воспаления� Считается, что повышенные концентра-

ции Nampt могут стимулировать системное воспаление� 
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Nicotinamide phosphoribosyltransferase (NAMPT) stimulates synthesis of matrix metalloproteinases and chemokines, which support 

synovial inflammation caused by leukocyte infiltration� A positive correlation between NAMPT and C-reactive protein confirms the 

role of NAMPT as an inflammatory mediator� Increased concentrations of NAMPT are considered stimulators of systemic inflammation�

the aim of this study was to evaluate serum concentrations of NAMPT in patients with rheumatoid arthritis� 
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Ревматоидный артрит (РА) – хроническое воспа-
лительное заболевание соединительной ткани с преи-
мущественным поражением суставов по типу эрозив-
но-деструктивного прогрессирующего полиартрита, 
сопровождающееся нарушениями гуморального и кле-
точного иммунитета, которые придают ревматоидному 
воспалению характер иммуноопосредованного, сопро-
вождающегося безудержной пролиферацией синовио-
цитов. Дискоординация синтеза цитокинов приводит к 
прогрессирующему разрушению хрящевой и костной 
ткани с нарушением функции суставов [1]. 

В настоящее время в патогенезе РА рассматривае-
юся ведущая роль Т-лимфоцитов, моноцитмакрофа-
гальных клеток, синтезирующих цитокины, которые 
обладают провоспалительной активностью, и роль ав-
тономных неиммунных механизмов, определяющих 
опухолеподобный рост синовиальной ткани, приводя-
щий к деструкции суставного хряща [2]. Сходство рев-
матоидного синовита и локализованного злокачествен-
ного новообразования проявляется и на молекуляр-
ном уровне. Основываясь на опыте исследований по 
другим заболеваниям, в частности рака [3, 4], можно 
предположить возможность системного биологическо-
го подхода в лечении РА, основанного на сочетании 

биоинформатики, протеомики, транскриптомики и 
метаболитных методологий с высокой точностью опре-
деления клинических фенотипов болезни. 

Научно-обоснованная концепция патогенеза РА 
позволила разработать и ввести в клиническую меди-
цину  препараты на основе специфических антител. 
Но, несмотря на установление множества существен-
ных патогенетических деталей, удовлетворительной 
общей концепции патогенеза РА пока не выработано. 
В изучении патогенеза острого и хронического вос-
палительного процесса научный интерес представля-
ет никотинамид фосфорибозилтрансфераза (Nampt). 
Экспериментально было установлено, что ингибирова-
ние Nampt эффективно снижает активность коллаген-
индуцированного артрита (КИА) у мышей, что сопо-
ставимо с эффектом этанерцепта [5]. В эксперименте 
Nampt проявляет провоспалительные и иммуномоду-
лирующие свойства, стимулирует процесс ангиогене-
за при гипоксических состояниях в синовии [6]. В ря-
де работ было показано, что уровень сывороточного 
Nampt изменяется на фоне лечения биологическими 
препаратами за несколько недель до изменения кли-
нико-лабораторных показателей (С-реактивный бе-
лок (CРБ), индекс DAS28) и может прогнозировать по-
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следующее обострение болезни у пациентов с РА [7]. 
Nampt регулирует скорость синтеза никотинамид-β-
аденин динуклеотида (NAD) в клетках млекопитаю-
щих на стадии образования никотиамид мононуклео-
тида. Опыт показывает, что фактор некроза опухоли-α 
(TNF-α) и другие провоспалительные молекулы так 
же влияют на обмен NAD. Позже было показано, что 
существует внеклеточная форма Nampt, которая уча-
ствует в процессе дифференцировки иммунных кле-
ток. Выделяется Nampt при активации моноцитов, 
макрофагов, дендритных клеток, Т-клеток и В-клеток 
[8]. Активация и выделение Nampt происходит в вос-
паленной синовиальной ткани мышей с антиген-ин-
дуцированным артритом, а так же в плазме крови и 
синовиальной жидкости больных РА. Последние ис-
следования связывают повышенные уровни Nampt с 
активностью РА и степенью тяжести остеоартроза [9]. 
Nampt может регулировать активацию лейкоцитов и 
синовиоцитов человека как за счет увеличения коли-
чества костимуляторных молекул, стимуляции синте-
за интерлейкина-1β (IL), IL-6 и TNF-α, так и воздей-
ствуя на предполагаемые рецепторы мембран клеток. 
В хондроцитах, обработанных Nampt, отмечается по-
вышенное содержание металлопротеиназ и металло-
пептидаз, в то время как синтез аггрекана снижен [2], 
что может свидетельствовать о деструктивной и ката-
болической роли Nampt в суставном хряще. Положи-
тельная корреляция между Nampt и СРБ подтвержда-
ет его роль, как медиатора воспаления [10]. Считается, 
что повышенные концентрации Nampt могут стимули-
ровать системное воспаление. 

Учитывая активное участие Nampt в метаболиче-
ских процессах, регуляции синтеза и активации про-
воспалительных агентов, в настоящее время прово-
дятся работы по исследованию механизмов ингиби-
рования Nampt. Первые работы были основаны на 
предположении, что инактивация Nampt приведет к 
торможению биосинтеза NAD + из ниацинамида, что в 
конечном итоге может привести к истощению запасов 
энергии в метаболически активных клетках опухолей 
и вызвать апоптоз опухолевых клеток. Одновремен-
но предполагалась возможная ингибиция продукции 
опухолевыми клетками сосудистого эндотелиального 
фактора роста - VEGF, с последующим прекращени-
ем ангиогенеза [5]. 

Данные большого количества исследований под-
тверждают, что Nampt играет важную роль в патоло-
гии воспалительных и онкологических заболеваний 
[7, 10, 13]. Дальнейшее изучение молекулярных меха-
низмов активации адипокинов может привести к раз-
работке новых терапевтических средств для лечения 

различных заболеваний. Блокаторы Nampt в экспе-
рименте приводят к быстрому торможению воспали-
тельных процессов, давая надежду на разработку но-
вых эффективных методов лечения ревматических 
заболеваний [5]. Цель исследования – изучение кон-
центрации Nampt в сыворотке крови у больных рев-
матоидным артритом и подтверждение  взаимосвязи 
концентрации Nampt в сыворотке крови пациентов с 
клиническими проявлениями и лабораторными мар-
керами активности РА. 

Методика 

Под нашим наблюдением находилось 140 пациен-
тов с верифицированным диагнозом РА (96 женщин и 
44 мужчины). На этапе скрининга пациенты должны 
были соответствовать критериям включения: возраст 
от 18 до 80 лет, подтверждение диагноза РА в соответ-
ствии с критериями ACR/EULAR 2010, наличие пись-
менного информированного согласия на участие в ис-
следовании. Критерии исключения – любая крупная 
хирургическая операция или инфекция в течение по-
следних 8 нед, тяжелая сопутствующая патология (по-
чечная, печеночная, сердечная недостаточность, не-
контролируемая артериальная гипертония, сахарный 
диабет, нарушения мозгового кровообращения), зло-
качественные и доброкачественные новообразования, 
злоупотребление алкоголем, психические заболевания, 
беременность и кормление грудью, лихорадочные со-
стояния неясной этиологии и иные заболевания, пре-
пятствующие исследованию. 

Статистическая обработка данных клинического 
обследования проводилась с использованием про-
граммных пакетов «STATISTICA 6.0 для Windows», 
STATGRAPHICS Centurion XVI.I. Количественные 
данные обрабатывали статистически с использовани-
ем параметрического критерия  Стьюдента, качествен-
ные данные с использованием непараметрического 
критерия «хи-квадрат». Статистическую значимость 
различий между группами определяли с помощью дис-
персионного анализа. Результаты считали статистиче-
ски значимыми при р<0,05.

Всем пациентам пpоводилось полное клинико-
лабоpатоpное обследование. Уровень Nampt в сыво-
ротке крови определялся непрямым твердофазным 
иммуноферментным методом с использованием ком-
мерческих тест систем (RaiBiotech, cat№ EIA-VIS-1). 
При постановке диагноза РА мы руководствовались 
клинической классификацией, принятой на заседа-
нии EULAR/ACR 2010 г. (European League Against 
Rheumatism / American College of Rheumatology). Па-
циенты с РА были сопоставимы по среднему возрасту 
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с группой здоровых лиц (женщины – р>0,1, мужчины 
р>0,1). Контрольная группа состояла из 20 женщин и 
10 мужчин в возрасте от 22 до 55 лет без жалоб в тече-
ние жизни на боли в суставах. 

результаты

Возрастной состав и клиническая характеристика 
больных РА представлены в таблице 1.

Средний уровень Nampt в сыворотке крови у здо-
ровых лиц составил 2,43±0,17 нг/мл (M±m). Уровень 
нормальных значений Nampt у здоровых лиц, опреде-
ляемый как М ± 2σ, составил от 0 до 5,07 нг/мл. 

Статистически значимой разницы в уровне Nampt 
у здоровых мужчин и женщин выявлено не было (p>0,1), 
что подтверждено и в других исследованиях [11]. Так 
же, учитывая данные литературы о наличии корреля-
ции уровня Nampt с массой тела [12] была проанализи-
рована зависимость уровня Nampt от величины индек-
са массы тела (ИМТ) и возраста. Подтверждена  значи-
мая разница уровней циркулирующего Nampt в 
зависимости от ИМТ (р=0,017). Имелась некоторая тен-
денция к увеличению уровня Nampt с возрастом, но она 
не была статистически  значимой (р>0,05).

Учитывая статистически значимую разницу уров-
ня Nampt в зависимости от ИМТ мы рассчитали нор-
мальные значения Nampt для групп с ИМТ от 18,5 до 
24,9 кг/м2 и от 25 до 29,9 кг/м2. Уровень нормальных 
значений Nampt у здоровых лиц с ИМТ от 18,5 до 24,9 
кг/м2 составил 0,14 – 3,9 нг/мл, с ИМТ от 25 до 29,9 
кг/м2–0 – 5,9 нг/мл. Лица с ИМТ более 29,9 кг/м2 в ис-
следование не включались.

Средний уровень Nampt у больных с РА составил 
6,27±0,18 нг/мл, что существенно выше показателей 
здоровых лиц (p<0,001), независимо от ИМТ. Повы-
шенный уровень Nampt в сыворотке крови был обна-
ружен у 118 пациентов из 140, что составило 84,29% 
случаев. Средний уровень Nampt у женщин с РА со-
ставил 6,45±0,22 нг/мл, что значимо выше показате-
лей здоровых лиц женского пола. Повышенный уро-
вень Nampt в сыворотке крови был  обнаружен 
у 82 женщин с РА из 96, что составило 85,42% случаев. 
Средний уровень Nampt у мужчин с РА составил 
5,82±0,29 нг/мл, что также значимо выше показателей 
здоровых лиц мужского пола. Повышенный уровень 
Nampt в сыворотке крови был выявленен у 36 мужчин 
с РА из 44, что составило 81,19% случаев. Статистиче-

Таблица 1

Возрастной состав и клиническая характеристика больных ра

Возраст 20-29 лет 
(n=11)

30-39 лет
 (n=17)

40-49 лет 
(n=37)

50-59 лет 
(n=52) 

60 и старше 
(n=23)

Статистическая   
значимость различий

Наличие РФ

РФ (+)
РФ (-)

8 (72,7%)
3 (27,3%)

10 (58,8%)
7 (41,2%)

23 (62,2%)
14 (37,8%)

28 (53,9%)
24 (46,1%)

14 (60,9%)
9 (39,1%)

р=0,8064

Наличие антител к цитруллинированому пептиду

АЦЦП(+)
АЦЦП(-)

7 (63,6%)
4 (36,7%)

11 (64,7%)
6 (35,3%)

24 (4,9%)
13 (35,1%)

31 (59,6%)
21 (40,4%)

15 (65,2%)
8 (34,8%)

р=0,9840

Активность по DAS28

I
II 
III

1 (9,09%)
2 (18,19%)
8 (72,73%)

2 (11,76%)
2 (11,76%)
13 (76,5%)

6 (16,2%)
6 (16,2%)

25 (67,6%)

1 (1,92%)
22 (42,3%)
29 (55,8%)

1 (4,35%)
10 (43,5%)
12 (52,2%)

р=0,0330

Рентгенологическая стадия по Штейнброкеру

I
II
III
IV

2 (18,19%)
5 (45,46%)
4 (36,36%)

0

3 (17,65%)
9 (52,94%)
4 (23,53%)
1 (5,88%)

7 (18,9%)
21 (56,8%)
8 (21,6%)
1 (2,7%)

1 (1,92%)
22 (42,3%)
27 (51,9%)

2 (3,9%)

1 (4,4%)
4 (17,4%)

15 (65,2%)
3 (13,0%)

р=0,0060

Функциональный класс

I
II
III
IV

1 (9,0%)
9 (81,8%)
1 (9,0%)

0

4 (23,5%)
10 (58,8%)
3 (17,7%)

0

8 (21,6%)
14 (37,8%)
14 (37,8%)

1 (2,7%)

7 (13,46%)
26 (50%) 

17 (32,7%)
2 (3,9%)

1 (4,4%)
15 (65,2%)
3 (13,0%) 
4 (17,4%)

р=0,0288

Примечание. Статистическая значимость различий среднего возраста.
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ски значимых различий по уровню Nampt в зависимо-
сти от пола у больных с РА не обнаружено (p=0,056). 

Был изучен исходный уровень Nampt в сыворотке 
крови у больных РА в зависимости от возраста. Значи-
мых различий выявлено не было. Мы так же изучили 
уровень Nampt в сыворотке крови больных РА в зави-
симости от клинической картины заболевания. Высо-
кий уровень Nampt у больных с РА был характерен для 
пациентов с более высокой степенью активности, 
АЦЦП-позитивных, с наличием внесуставных прояв-
лений.

Для выяснения клинико-патогенетического зна-
чения определения уровня Nampt все пациенты с РА 
были разделены нами на 2 группы – 1-я группа (118 па-
циентов) с повышенным уровнем Nampt в сыворотке 
крови (более 3,9 нг/мл), и 2-я группа (22 пациента) – 
с нормальными показателями. В обеих группах нами 

были изучены клинические проявления РА. Результа-
ты представлены в таблицах 2 и 3.

Таким образом, повышенный уровень Nampt в сы-
воротке крови был обнаружен у 118 пациентов с РА 
(84,29%) из 140. Для пациентов с повышенным уров-
нем Nampt в сыворотке крови была характерна более 
высокая активность заболевания по индексу DAS28, 
серопозитивность по АЦЦП, РФ, более высокий уро-
вень СРБ и СОЭ, быстро прогрессирующее течение, 
внесуставные проявления заболевания. 

Вероятнее всего, повышение уровня Nampt у боль-
ных РА связано с активностью заболевания. Предпола-
гается, что ингибирование ферментативной активно-
сти Nampt может использоваться при разработке пре-
паратов для лечения аутоиммунных воспалительных 
заболеваний по анологии с онкологическими заболева-
ниями [13]. Это представляется особенно важным, так 

таблица 2

Взаимосвязь между лабораторными показателями, отражающими активность ра и уровнем nampt в сыворотке крови

Лабораторные показатели, 
(М±m)

1-я группа с повышенным уровнем 
Nampt (n=118)

2-я группа с нормальным уровнем 
Nampt (n=22)

Статистическая  значи-
мость различий

СОЭ, мм час 37,83±1,57 22,46±0,56 p<0,001

СРБ (норма – менее 5,0 мг/л) 56,09±3,73 21,65±1,38 p<0,001

таблица 3

Клинические проявления рa в зависимости от уровня nampt в сыворотке крови.

Клинические проявления
С повышенным уровнем Nampt 

N(118)
1-я группа

С нормальным уровнем 
Nampt N(22)

2-я группа

Статистическая  значи-
мость различий (χ², р)

Серопозитивный по РФ
Серонегативный по РФ

76 (64,41%)
42 (35,59%)

7 (31,82%)
15 (68,18%)

χ²=8,159
р=0,0043

АЦЦП позитивный
АЦЦП негативный

79 (66,95%)
39 (33,05%)

9 (40,91%)
13 (59,09%)

χ²=5,386
р=0,0203

Активность I 
Активность II 
Активность III

3 (2,54%)
29(24,58%)
86 (72,88%)

8(36,36%)
13(59,09%)

1(4,55%)

χ²=48,293
р<0,001

Ренген. ст. I
Ренген. ст. II
Ренген. ст. III
Ренген. ст. IV

8 (6,78%)
56 (47,46%)
51 (43,22%)

3 (2,54%)

6 (27,27%)
5 (22,73%)
7 (31,82%)
4 (18,18%)

χ²=20,043
р<0,001

ФК I
ФК II
ФК III
ФК IV

13(11,02%)
69 (58,47%)
32 (27,12%)

4 (3,39%)

8 (36,36%)
5 (22,73%)
6 (27,27%)
3 (13,64%)

χ²=16,319
р=0,001

Неэрозивный артрит
Эрозивный артрит

1 (0,85%)
117 (99,15%)

13 (59,09%)
9 (40,91%)

χ²=69,892
р<0,001

Суставная форма
С внесуставфными проявлениями

72 (61,02%)
46 (38,98%)

20 (90,91%)
2 (9,09%)

χ²=7,354
р=0,0067



ISSN 0031-2991 67

Патологическая физиология и экспериментальная терапия. 2020; 64(4)

DOI: 10.25557/0031-2991.2020.04.62-68

Оригинальная статья

как наиболее эффективные в лечении РА препараты, 
блокирующие цитокины: этанерцепт, инфликсимаб 
(At к TNF-α), анакинра (антагонист-IL-1R) и др., не 
всегда дают выраженный и продолжительный эффект, 
соответствующий ожиданиям врача и пациента. В свя-
зи с этим необходимо создание новых эффективных и 
безопасных лекарственных средств, влияющих на ра-
нее мало изученные звенья патогенеза иммунновоспа-
лительных заболеваний, например на обмен Nampt.

Обсуждение 

В последние годы в ревматологии для различных 
целей все чаще применяется мультиплексный анализ 
биомаркеров. Накопленная на сегодняшний день ин-
формация об особенностях белкового профиля при РА 
позволила разработать мультибиомаркерный индекс 
активности (multi-biomarker disease activity score – 
MBDA; Vectra DA, Crescendo Bioscience, США) [14], 
который в определенной мере отражает активность за-
болевания и позволяет прогнозировать течение артри-
та, являсь все же, далеко не совершенным и требую-
щим дальнейшего изучения. Продолжается изучение 
выраженности ответа на генноинженерные биологи-
ческие препараты в зависимости от иммунного про-
филя пациентов с ревматическими заболеваниями. 

В недавно проведенных исследованиях была про-
демонстрирована патогенетическая связь между уров-
нем Nampt и суставными заболеваниями. Имеющие-
ся в литературе данные, наши исследования позволя-
ют связать повышенный уровень Nampt с активностью 
течения РА [15]. Физиологическая и патофизиологи-
ческая роль и значимость Nampt может заключаться в 
изменении генетически обусловленного воспалитель-
ного или иммунного ответа при определенном фено-
типе, так как Nampt вызывает хемотаксис и увеличи-
вает синтез IL-1, TNF-α, IL-6 и костимуляторных мо-
лекул CD14 моноцитов. Это повышает их способность 
вызывать аутопролиферацию. Существует мнение, что 
концентрация Nampt может повышаться при воспале-
нии в ответ на выброс провоспалительных цитокинов 
[8]. Таким образом, исследования показали, что Nampt 
активизирует лейкоциты человека и стимулирует вы-
работку провоспалительных цитокинов. В ряде иссле-
дований положительная корреляция между Nampt и 
СРБ подтверждает роль Nampt, как медиатора воспа-
ления. Повышенные концентрации уровня Nampt мо-
гут характеризовать системное воспаление при различ-
ных заболеваниях [7, 13].

Развитие биологии и медицины на современном 
этапе позволили значительно увеличить возможности 
терапии РА и других воспалительных ревматических за-

болеваний. Созданы новые препараты на основе генно-
инженерных методик. Особое внимание уделяется ан-
тицитокиновой терапии [16]. Околосуставная жировая 
ткань богата биологически активными клетками и вы-
деляет значительное количество адипокинов, роль ко-
торых полностью не ясна. Известно, что интерлейки-
ны, TNF-α и адипоцитокины способствуют дифферен-
цировке клеток синовиальной оболочки, дендритных 
клеток, макрофагов, остеокластов, стимулируя процес-
сы неоангиогенеза, активируя металлопротеиназы, спо-
собствуя развитию эрозий. Учитывая успехи экспери-
ментального использования блокаторов Nampt при 
КИА, значимо высокие уровни сывороточного Nampt 
при эрозивных формах РА необходимо дальнейшее из-
учение патогенетических механизмов влияния блока-
торов Nampt на хрящевую ткань учеловека.

Таким образом, в ходе проведенного исследования 
была выявлена взаимосвязь между концентрацией 
Nampt в сыворотке крови и тяжестью течения РА. 
Определение концентрации Nampt в сыворотке кро-
ви больных РА может повысить качество диагностики 
этого заболевания, определить прогноз течения болез-
ни. Повышение уровня Nampt в сыворотке крови мо-
жет выступать как маркер тяжести и прогрессирова-
ния РА. 
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труш В.В.1, соболев В.и.2

Эффективность a-липоевой кислоты в компенсации 
расстройств сократительной функции скелетной мышцы 
вызванных длительным введением дексаметазона 
(экспериментальное исследование)

1 ГОУ ВПО «Донецкий национальный университет», 

283050, Донецк, Украина, ул� Щорса, д� 46;
2Институт педагогики, психологии и инклюзивного образования Гуманитарно-педагогической академии (филиал)  

ФГАОУ ВО «Крымский федеральный университет им� В�И� Вернадского», 

298650, Ялта, Россия, ул� Стахановская, д� 11

Цель исследования -- изучение в модельных экспериментах на животных эффективности a-липоевой кислоты (a-ЛК) в 

компенсации нарушений сократительной функции скелетной мышцы смешанного типа (m� tibialis anterior) при длитель-

ном введении дексаметазона (ДМ)�

Методика. Эксперименты проводили на половозрелых крысах-самках (190-200 г), разделенных на 4 группы по 10 особей 

в каждой: контрольная группа (К-группа), I-я опытная (дексаметазон 30  сут, ДМ-группа), 2-я опытная (дексаметазон в ком-

плексе с a-липоевой кислотой 30 сут, ДМ+a-ЛК-группа) и 3-я опытная (a-липоевая кислота 30 сут, a-ЛК-группа)� Дексаме-

тазон («KRKA», Словения) вводили через день, внутрибрюшинно, в дозе, адекватной терапевтической для человека (0,25 

мг/кг), a-Липоевую кислоту (торговая  марка «Берлитион-600», BERLIN-CHEMIE, Германия) вводили ежедневно дозе (35 мг/

кг) подкожно� Под наркозом (тиопентал натрия, 100 мг/кг) методом стимуляционной электромиографии и миографии изу-

чали электрофизиологические и сократительные параметры передней большеберцовой мышцы в условиях возбужде-

ния и сокращения, которые индуцировали  раздражением малоберцового нерва сверхпороговым электрическим током�

результаты. Вводимая в комплексе с ДМ a-ЛК нивелировала уменьшение количества активируемых двигательных единиц 

(ДЕ) и массы мышцы, степени посттетанической ее потенциации, ухудшение сократительных и временных параметров оди-

ночного и тетанического сокращений, типичное для животных ДМ-группы� Сочетание ДМ с a-ЛК даже обусловило стати-

стически значимое увеличение (на 34%) в сравнении с контролем скорости расслабления при одиночном сокращении и 

скорости развития тетанического сокращения (на 80%), что было характерно и для a-ЛК-группы� Данные факты косвенно 

указывают в пользу отсутствия выраженных дистрофических изменений мышечных волокон у животных ДМ+a-ЛК-группы� 

Вместе с тем, хотя для животных ДМ+a-ЛК-группы не было характерно укорочение периода максимальной работоспособно-

сти мышцы, типичное для ДМ-группы, но у них и не наблюдалось удлинения этого периода в сравнении с контролем, типич-

ное для a-ЛК-группы� Это свидетельствует в пользу отсутствия позитивных эффектов a-ЛК на работоспособность мышцы 

в случае комплексного ее применения с ДМ� Вводимая в комплексе с ДМ a-ЛК компенсировала типичную для ДМ-группы 

повышенную утомляемость и пониженную способность мышцы к восстановлению после выполнения утомляющей работы 

(УР)� Отмечалось даже увеличение скорости восстановления мышцы после УР, что было характерно и для a-ЛК-группы� В 

пользу этого свидетельствует отсутствие у крыс ДМ+a-ЛК-группы уменьшения скорости укорочения и расслабления мышцы 

после выполнения УР, типичного для ДМ-группы, и значимого снижения амплитуды одиночных сокращений и количества 

активируемых ДЕ мышцы после выполнения УР, типичных не только для животных ДМ-группы, но и контрольных особей�

заключение. Изменения функциональных параметров мышцы животных группы ДМ- указывают на выраженные сократи-

тельные нарушения у особей ДМ-группы, а также на сниженную способность их мышцы к восстановлению после УР� У крыс 

ДМ+a-ЛК-группы не наблюдалось существенного ухудшения сократительной функции мышцы, а ее способность к восста-

новлению после УР была даже повышена в сравнении с контролем, что было характерно и для a-ЛК-группы� Данные факты 

позволяют рассматривать a-ЛК в качестве возможного средства для компенсации стероидной миопатии�

Ключевые слова: скелетная мышца; дексаметазон; ятрогенный гиперкортицизм; стероидная миопатия; a-липоевая 

кислота
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efficacy of a-lipoic acid in correction of skeletal muscle contractile disorders caused by chronic 

dexamethasone treatment in animal model
1Donetsk National University, 

Shchorsa Str� 46, Donetsk 283050, Ukraine
2V�I� Vernadsky Crimean Federal University, 

Stakhanovskaya Str� 11, Yalta 298650, Republic of Crimea, Russia 

The aim of the study was to evaluate the efficacy of a-lipoic acid (a-LA) in correcting disorders of the contractile function of a mixed 

type skeletal muscle (m� tibial anterior) induced by chronic dexamethasone (DM) treatment in an animal model�

Methods� Experiments were performed on sexually mature female rats (190-200 g) divided into four groups: control (intact rats, 

C group, n=10), experimental group 1 (30-day dexamethasone treatment, DM group, n=10), experimental group 2 (30-day dexa-

methasone plus a-lipoic acid treatment, DM+a-LA group, n=10), and experimental group 3 (30-day a-lipoic acid treatment, a-LA 

group, n=10)� Dexamethasone (KRKA, Slovenia) was administered every two days, i�p�, at a dose of 0�25 mg/kg, which was equiv-

alent to the clinical therapeutic dose� a-Lipoic acid (Berlition-600, BERLIN-CHEMIE, Germany) was administered daily at a dose of 

35 mg/kg, s�c� Stimulation electromyography and myography were performed in an acute experiment, under sodium thiopental 

(100 mg/kg) anesthesia, on day 30� Electrophysiological and contractile parameters of the anterior tibial muscle were recorded 

during stimulation with suprathreshold electrical current via the fibular nerve�

results. a-LA in combination with DM prevented decreases in the number of activated muscular motor units (MMU) and muscle 

mass, the degree of the muscle post-tetanic potentiation, and disorders of contractile and temporal parameters of single and 

tetanic contractions, which were typical for animals of the DM group� The a-LA plus DM treatment even significantly increased the 

relaxation rate of a single contraction (by 34%) and the rate of tetanic contraction development (by 80%) compared to the con-

trol group (p<0�05), which were also typical for the a-LA group� These facts indirectly evidence the absence of pronounced dys-

trophic changes in muscle fibers in animals of the DM+a-LA group� At the same time, although the shortened period of maximum 

muscle work capacity, which was typical for the DM group, was not observed in the DM+a-LA group, this period was no longer 

than in the control either, as distinct from the a-LA group� This fact suggests the absence of positive effects of a-LA on the muscle 

work capacity when a-LA is administered in combination with DM� The a-LA+DM treatment reversed the increased fatigue and 

the reduced ability to recover of the muscle after fatigable work (FW) observed in the DM group� Moreover, the a-LA+DM treat-

ment even increased the rate of muscle recovery after FW, which was also characteristic for the a-LA group� This was confirmed 

by the absence of decreased rates of muscle shortening after FW, which was typical for the DM group, and by the absence of sig-

nificant decreases in the single contraction amplitude and the number of activated MMU after FW, which was typical not only for 

the DM group, but also for the control�

conclusion. The changes in muscle functional parameters in the DM and DM+a-LA groups evidence pronounced contractile dis-

orders and impaired ability of the muscle to recover after FW in the DM group� In the DM+a-LA group, the muscle contractile func-

tion was not significantly impaired� Moreover, the muscle ability to recover after FW was not reduced in the DM+a-LA-group� In 

this group, the ability to recover was even increased compared to the control, which was also characteristic for the a-LA-group� 

These facts allow considering a-LA as a possible therapy for correction of steroid myopathy�

Keywords: skeletal muscle; dexamethasone; iatrogenic hypercorticoidism; steroid myopathy; a-lipoic acid�
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Введение

Глюкокортикоиды (ГК) и более активные их фтор-

содержащие синтетические аналоги, несмотря на до-

стижения современной фармакотерапии, по сей день 

остаются наиболее эффективными препаратами в ле-

чении тяжёлых и зачастую инвалидизирующих или по-

тенциально смертельных патологий [1]. Вместе с тем, 

несмотря на полезные терапевтические эффекты, ГК 

оказывают и негативное влияние на ткани и органы, 

усиливая катаболизм белков [2]. Изменения в опорно-

двигательном аппарате при длительном ятрогенном 

гиперкортицизме проявляются в виде тяжелой мышеч-

ной слабости, повышенной утомляемости скелетных 

мышц (СМ), возможной их дистрофии, уменьшении 

плотности костной ткани, и, как следствие, увеличе-

нии вероятности патологических переломов костей [3].

Несмотря на то, что проявления стероидной мио-

патии, в том числе ятрогенного характера, хорошо из-

вестны, многие механизмы ее развития до конца не-

ясны. Дискуссионным остается вопрос, касающий-

ся способов компенсации негативного влияния ГК 

на нервно-мышечный аппарат (НМА). В литературе 

имеются сообщения относительно эффективности ви-

тамина D [3], бисфосфонатов [4] и b
2
-адреноагониста 

кленбутерола [5] в компенсации катаболических эф-

фектов ГК на СМ. В более ранних исследованиях, 

проведенных в нашей лаборатории [6–10], показана 

способность аминокислот таурина и аргинина, а так-

же адреноагонистов в компенсации негативного дей-

ствия на скелетную мускулатуру длительного приме-

нения ГК.

Эффективным средством для компенсации стеро-

идной миопатии может оказаться относительно без-

вредная для организма a-липоевая кислота (a-ЛК) [11]. 

Экспериментально доказана способность a-ЛК повы-

шать интенсивность окислительного фосфорилирова-

ния [12] и утилизацию углеводов периферическими 

тканями, в том числе скелетными мышцами [13], тем 

самым улучшая их энергообеспечение, а также осла-

блять глюконео- и кетогенез [14]. a-ЛК способствует 

поддержанию нормального биогенеза в митохондри-

ях в условиях энергодефицита [13,14], стимулирует об-

разование новых митохондрий [15]. Некоторые авто-

ры [16, 17] сообщают о способности a-ЛК усиливать 

синтез белков в МВ. Кроме того, a-ЛК обладает спо-

собностью усиливать эффекты инсулина на скелетные 

МВ, улучшая IRS-1-зависимую передачу сигналов ин-

сулина [18], повышать чувствительность инсулиновых 

рецепторов к инсулину [19], что облегчает реализацию 

его анаболических эффектов в мышцах.

Показана эффективность α-ЛК в компенсации ря-

да мышечных патологий различного генеза: митохон-

дриальных и вызванного этой патологией синдрома 

повышенной утомляемости [20], мышечной атрофии 

и целого ряда других [21-23]. Сообщается об эффекте 

α-ЛК в защите МВ от апоптоза и протеолиза миофи-

бриллярных белков у крыс с модельной формой рев-

матоидного артрита [24-27].

Наконец, в ряде работ установлена способность 

α-ЛК ослаблять некоторые негативные эффекты глю-

кокортикоидов на организм [28, 29]. 

Учитывая сложный характер патогенеза стероид-

ной миопатии и возможную роль в ее генезе ослабле-

ния синтеза или усиления катаболизма миофибрил-

лярных белков [30-36], представляется возможным хо-

тя бы частичная компенсация этих изменений под 

действием a-ЛК, оказывающей антиоксидантное, ан-

тикатаболическое и энерготропное действие на МВ.

Цель работы – изучение эффективности a-ЛК в 

компенсации негативных эффектов длительно вводи-

мого дексаметазона на сократительную функцию ске-

летной мышцы смешанного типа (переднюю больше-

берцовую, m. tibial anterior).

Методика

Все эксперименты выполнены с соблюдением эти-

ческих принципов работы с животными в соответствии 

с «Европейской Конвенцией о защите позвоночных 

животных, используемых для экспериментов или в 

иных научных целях» (директива 86/609/ЕЕС) и «Ру-

ководством по проведению доклинических исследо-

ваний лекарственных средств» [37]. Животные содер-

жались в помещении при температуре 22 °С, c 12-ча-

совым циклом свет/темнота и свободном доступе к 
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воде и пище. Протокол эксперимента, содержание жи-

вотных и выведение их из опыта одобрены этической 

комиссией университета.

Исследования выполнены на 40 половозрелых кры-

сах-самках (возраст 4–5 мес, исходная масса 190–200 г). 

Самки крыс более чувствительны к катаболическому дей-

ствию ГК. Животные были случайным образом разделе-

ны на 4 группы (по 10 особей в каждой): контрольная 

(интактная, не подвергалась никаким воздействиям, 

К-группа), 1-я опытная – получала дексаметазон, ДМ-

группа, 2-я опытная – дексаметазон в комплексе с 

a-липоевой кислотой, ДМ+a-ЛК-группа и 3-я опытная 

– a-липоевую кислоту, a-ЛК-группа. Препараты вводи-

ли на протяжении 30 сут: дексаметазон (KRKA, Слове-

ния, 0,25 мг/кг через день внутрибрюшинно, a-липоевую 

кислоту (торговая марка «Берлитион 600», BERLIN-

CHEMIE, Германия) –35 мг/кг ежесуточно, подкожно.

По окончании  введения препаратов на наркоти-

зированных животных (тиопентал натрия, 100 мг/кг, 

внутрибрюшинно) в остром опыте изучали ряд функ-

циональных параметров передней большеберцовой 

мышцы (m. tibialis anterior). Выбор этой мышцы обу-

словлен тем, что она относится к смешанному типу с 

существенным преобладанием (более 90%) быстрых 

МВ [38], характеризующихся в сравнении с медленны-

ми более высокой чувствительностью к ГК [33].

У крыс препаровали в области бедра малоберцовый 

нерв и на расстоянии 1 см проксимальнее коленного су-

става подводили под него раздражающие электроды, а 

в среднюю часть передней большеберцовой мышцы вво-

дили отводящие биполярные игольчатые стальные элек-

троды с межэлектродным расстоянием 1 мм. Стопу зад-

ней лапки животного крепили зажимом на уровне боль-

шого пальца и затягивали лигатуру, соединенную с 

потенциометрическим датчиком.

Для регистрации исследуемых показателей мышеч-

ного сокращения использовали экспериментальную уста-

новку, состоящую из 3 каналов: канала электростимуля-

тора, электромиографического и эргометрического.

Канал электростимулятора представлен собственно 

электростимулятором, построенным на основе функци-

онального генератора ICL8038CCDP, оптронной галь-

ванической развязкой и биполярными игольчатыми 

стальными электродами с межэлектродным расстояни-

ем 1 мм. Электромиографический канал представлен от-

водящими биполярными игольчатыми стальными элек-

тродами с межэлектродным расстоянием 1 мм и электро-

миографическим биоусилителем, построенным на 

основе измерительного усилителя INA118. Эргометриче-

ский канал включал датчик перемещения (потенциоме-

трический датчик ПТП-1) и биоусилитель.

 Все каналы были связаны с регистрирующим 

устройством – запоминающим цифровым осцилло-

графом Tektronix (TDS2004C).

Этапы опыта. Вначале путем постепенного увели-

чения напряжения импульсов тока от 0,01 до 2 В с часто-

той 10 имп/с в течение 4 с записывали серию М-ответов 

мышцы возрастающей амплитуды. Для нанесения раз-

дражения на малоберцовый нерв стимулами нарастаю-

щей интенсивности использовали специальную уста-

новку. Установка включала 6 блоков: 1) блок управления 

запуском, 2) блок генерации одиночного линейно-на-

растающего импульса заданной длительности, 3) блок 

генерации импульсов стимулятора с заранее установ-

ленной частотой, 4) блок смесителя сигналов, 5) блок 

буферного усилителя тока и 6) цифровой запоминаю-

щий осциллограф. На основании процентного измене-

ния амплитуды максимального М-ответа относительно 

амплитуды минимального определяли приблизительное 

количество активируемых двигательных единиц (ДЕ) 

мышцы (методика Galea V.) [39].

После этого, раздражая малоберцовый нерв с часто-

той 4 имп/с сверхпороговыми электрическими импуль-

сами длительностью 150 мкс каждый и силой тока 500 

мкА, регистрировали в течение 5 с серию одиночных со-

кращений мышцы с внешней нагрузкой 20 г. На основа-

нии полученных записей определяли  ряд параметров 

одиночного сокращения мышцы: амплитуду, латентный 

период, скорость укорочения и расслабления.

На следующем этапе регистрировали одиночные 

сокращения мышцы до и после работы в режиме 6-се-

кундного тетануса с внешней нагрузкой 20 г (длитель-

ность – 0,5 мс, сила тока – 500 мкА). На основании по-

лученных записей определяли амплитуду одиночного 

сокращения до и после развития тетануса и по отно-

шению этих амплитуд оценивали степень посттетани-

ческой потенциации.

Затем проводилась регистрация кривой 6-секунд-

ного тетануса, который индуцировали путем раздра-

жения электрическим током малоберцового нерва с 

частотой 70 имп/с (длительность импульсов 0,5 мс, си-

ла тока 1000 мкА). Сокращаясь, мышца поднимала груз 

массой 70 г. Электрическое раздражение малоберцо-

вого нерва и соответственно сокращение мышцы осу-

ществлялось до тех пор, пока она почти полностью не 

расслаблялась вследствие утомления на фоне продол-

жающейся электрической стимуляции. Работа мыш-

цы до полного утомления продолжалась на протяже-

нии 50-80 с. На основании полученных записей опре-

деляли максимальную амплитуду сокращения мышцы 

в режиме тетануса, время ее достижения, скорость со-

кращения, продолжительность удержания амплитуды 
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сокращения на максимально возможном уровне и до 

момента полурасслабления.

После выполнения мышцей утомляющей работы 

(УР) вновь регистрировали серию одиночных сокра-

щений мышцы при раздражении малоберцового не-

рва с частотой 4 имп/с и серию М-ответов при раздра-

жении малоберцового нерва стимулами нарастающей 

амплитуды (от 0,01 до 2 В). На основании изменения 

количества активируемых ДЕ мышцы и параметров 

одиночных ее сокращений после выполнения УР от-

носительно соответствующих исходных значений су-

дили об утомляемости нервно-мышечного аппарата 

(НМА) и скорости его восстановления после утомле-

ния у животных разных групп.

По окончании острого опыта в условиях глубоко-

го наркоза проводили эвтаназию животных путем вве-

дения летальной дозы (300 мг/кг) тиопентала натрия.

Статистическая обработка экспериментальных 

данных. Оценку статистической  значимости различий 

между центральными тенденциями сравниваемых 

групп проводили с использованием t-критерия Стью-

дента, предварительно убедившись, что распределение 

значений в исследуемых вариационных рядах близко 

к нормальному (W-тест Шапиро–Уилка, Statistica, 7.0), 

и F-статистики на основании проверки нулевой и аль-

тернативной гипотез. Значения р<0,05 рассматривали 

как статистически значимые. Исследуемые параметры 

выражали в виде «среднее ± стандартная ошибка».

результаты  

Необходимо отметить, что мнения различных спе-

циалистов относительно нарушений сократительной 

функции СМ при глюкокортикоидной терапии неод-

нозначны. Так, ряд клиницистов [40, 41] при наблю-

дении больных с синдромом Кушинга отмечают, что 

снижение мышечной силы наблюдается не у всех па-

циентов, даже при наличии электрофизиологических 

нарушений, и далеко не для всех мышечных групп. Бо-

лее того, в сравнительно недавних исследованиях за-

рестрирован факт увеличения мышечной силы у здо-

ровых молодых мужчин, получавших на протяжении 

1 нед ДМ (8 мг/сут), несмотря на имевшее место сни-

жение возбудимости МВ [42]. Вместе с тем, исследова-

ния ученых казанской научной школы [43] показали, 

что в основе снижения мышечной силы под влиянием 

ГК могут лежать не только длительно развивающиеся 

структурные и метаболические перестройки в НМА, но 

и быстро реализующиеся вследствие негеномных эф-

фектов ГК изменения синаптической передачи.

Анализ амплитудных и временных параметров оди-

ночного сокращения передней большеберцовой мыш-

цы крыс при длительном изолированном введении 

ДМ, показал, что синтетический ГК приводил к их 

ухудшению и более выраженным изменениям, в срав-

нении с контролем, после выполнения утомляющей 

работы (табл. 1). Применение a-ЛК в комплексе с ДМ 

предотвращало ухудшение амплитудных и временных 

параметров исходных одиночных сокращений мыш-

цы, а также большую степень их изменения после УР, 

типичные для ДМ-группы.

У животных ДМ+a-ЛК-группы не наблюдалось ти-

пичных для ДМ-группы уменьшения амплитуды оди-

ночного сокращения, скорости укорочения и расслабле-

ния, а также уменьшения степени посттетанической по-

тенциации (табл. 1). Более того, скорость расслабления 

у животных ДМ+a-ЛК-группы даже превышала кон-

трольное значение (на 25%, р<0,05), что было характер-

но и для a-ЛК-группы (табл. 1). Кроме того, для крыс 

ДМ+a-ЛК-группы не было характерно уменьшение  мас-

сы мышцы и количества активируемых ДЕ, что типич-

но  для ДМ-группы (табл. 2). Все эти факты косвенно 

указывают   на отсутствие  выраженных дистрофических 

изменений в мышце животных ДМ+a-ЛК-группы. При 

дистрофии возможно выключение  из сокращения ча-

сти патологически измененных МВ, особенно  МВ гли-

колитического типа. Следовательно, согласно результа-

там наших исследований, a-ЛК оказалась весьма эффек-

тивной для предотвращения развития дистрофических 

изменений и ухудшения сократительной функции мыш-

цы, при длительном введении ДМ.

Способность a-ЛК предотвращать или ослаблять 

развитие дегенеративных процессов различного гене-

за в мышечной ткани отмечалась и другими авторами. 

В частности, показана эффективность a-ЛК в предот-

вращении развития мышечной атрофии [21], метабо-

лической миопатии [45], дистрофии как быстрых, так 

и медленных мышц при СД II типа, мышечной слабо-

сти при патологии дыхательной цепи митохондрий и 

путей накопления гликогена [23,44]. Отмечена эффек-

тивность a-ЛК в защите МВ от апоптоза и протеолиза 

миофибриллярных белков путем снижения активно-

сти каспаз 3 и 8 [24].

Наряду с модуляцией нарушений параметров ис-

ходных одиночных сокращений мышцы a-ЛК оказалась 

также весьма эффективной и в плане предотвращения 

выраженного их изменения после УР, типичного для 

ДМ-группы. Так, для ДМ+a-ЛК-группы не было харак-

терно типичного для ДМ-группы   существенного  сни-

жения амплитуды одиночных сокращений после УР 

(табл. 1). Более того, амплитуда одиночных сокраще-

ний у животных ДМ+a-ЛК-группы после УР не только 

не уменьшалась, а даже увеличивалась в сравнении с ис-
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ходной (на 32%, р<0,05), что было характерно для мыш-

цы животных a-ЛК-группы (табл. 1) и свидетельствова-

ло в пользу более высокой скорости восстановления 

мышцы после утомляющей работы. Аналогично ампли-

туде одиночных сокращений, количество активируемых 

ДЕ мышцы ДМ+a-ЛК-группы после УР значимо не из-

менялось относительно исходного уровня, тогда как у 

К-крыс и животных ДМ-группы оно снижалось; при-

чем в ДМ-группе – в гораздо большей степени, чем у 

К-крыс (табл. 2). Кроме того, комплексное введение па-

ры препаратов предотвращало типичное для ДМ-группы 

снижение скорости сокращения и расслабления после 

УР (табл. 1). Все эти факты свидетельствуют в пользу 

более высокой скорости восстановления МВ после УР 

у животных, получавших ДМ в комплексе с a-ЛК, 

в сравнении не только с ДМ-группой, у которой утом-

ляемость мышцы была повышена, а ее способность 

к восстановлению после утомления снижена, но даже в 

сравнении с контролем.

Таким образом, введение a-ЛК в комплексе с ДМ 

не только предотвращало  снижение мышечной мас-

сы, количества активируемых ДЕ мышцы и ухудшение 

параметров одиночного сокращения, типичных для 

ДМ-группы, но даже обусловило некоторое увеличе-

ние скорости расслабления мышечных волокон. Кро-

ме того, в случае как изолированного, так и комплекс-

ного с ДМ введения a-ЛК у животных наблюдалась 

большая в сравнении с контролем скорость восстанов-

ления мышечных волокон после УР.

В пользу позитивного влияния a-ЛК на устойчи-

вость скелетной мышцы к утомлению указывают и дру-

гие авторы. Так, в исследованиях на людях и экспери-

ментах на животных установлена способность a-ЛК 

предотвращать метаболический ацидоз, а, следователь-

Таблица 1

средние значения (
__
X±m) параметров одиночного сокращения и посттетанической потенциации передней большеберцовой мышцы 

крыс контрольной группы и животных, получавших дексаметазон (дМ) и a-липоевую кислоту (a-лК) изолированно и комплексно 

(дМ+a-лК)

Параметры Группы животных

К ДМ a-ЛК ДМ+a-ЛК

Одиночное сокращение с внешней нагрузкой 20 г

Латентный период, мс

исходный 11,2±0,57 16,5±0,50, [+48*] 10,9±0,69 12,6±0,57

после УР 16,0±0,83

(+43±7,5•)
24,5±1,15, [+53*]

(+48±8,2•)
15,3±0,70

(+39±7,1•)
17,1±0,91

(+36±6,6•)

Амплитуда, мм

исходная 3,0±0,22 1,4±0,32, [-54*] 3,7±0,23, [+24*] 3,1±0,14

после УР 2,3±0,21

(-24±2,2•)
0,6±0,11, [-74*]

(-57±8,7•)
4,9±0,26, [+114*]

(+32±5,4•)
4,1±0,21, [+79*]

(+32±4,3•)

Скорость укорочения, мм/мс

исходная 0,10±0,005 0,03±0,003, [-69*] 0,11±0,006 0,09±0,005

после УР 0,09±0,008 0,01±0,002, [-86*]

(-60±7,9•)
0,12±0,007, [+33*] 0,09±0,005

Скорость расслабления, мм/мс

исходная 0,05±0,004 0,02±0,003, [-56*] 0,07±0,003, [+25*] 0,07±0,004, [+34*]

после УР 0,04±0,004 0,01±0,002, [-83*]

(-70±7,9•)
0,09±0,004, [+99*] 0,08±0,005, [+86*]

Посттетаническая потенциация (отношение амплитуды одиночного сокращения после тетануса к исходной, %)

Посттетаническая  

потенциация

49,7±4,3 20,6±3,59° 39,8±3,89 41,9±4,76

Примечание. • – в круглых скобках указано статистически значимое  отличие показателя от исходного значения соответствующей груп-

пы (в %, р<0,05); * – в квадратных скобках – от соответствующего значения контрольной группы (в %, р<0,05); ° – различие в степени 

посттетанической потенциации мышцы статистически значимо в сравнении с контролем (р<0,05). УР – утомляющая работа.
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р<0,05), что было характерно и для a-ЛК-группы. Как 

следствие, скорость тетанического сокращения у крыс 

ДМ+a-ЛК-группы значимо превышала (на 80%, р<0,05) 

не только значения ДМ-группы, но и контроля (табл. 3), 

что было характерно и в наибольшей степени выражено 

в a-ЛК-группе.

Кроме того, у животных ДМ+a-ЛК-группы не на-

блюдалось типичного для ДМ-группы укорочения от-

носительно контроля периода максимальной устойчи-

вой работоспособности мышцы (табл. 3), но в то же 

время не отмечалось и удлинения этого периода, ти-

пичного для a-ЛК-группы.

Таким образом, комплексное с ДМ введение a-ЛК 

предотвращало ухудшение временных параметров те-

танического сокращения мышцы и укорочение пери-

ода максимальной устойчивой ее работоспособности, 

типичных для изолированного применения ДМ, и да-

же обусловило увеличение в сравнении с контролем 

скорости тетанического сокращения, несмотря на не-

которое снижение его амплитуды. Полученный факт 

служит еще одним косвенным доказательством эффек-

тивности a-ЛК в плане предотвращения развития дис-

трофических изменений и нарушений энергообмена в  

мышечных волокнах.

Подводя итог результатам исследований необхо-

димо отметить следующее. Длительное изолированное 

введение ДМ в организм животного в дозе адекватной 

терапевтической для человека сопровождалось ухуд-

шением сократительных параметров передней боль-

шеберцовой мышцы. Вводимая в комплексе с ДМ a-ЛК 

предотвращала уменьшение массы мышцы и количе-

ства ДЕ, невелировала ухудшение параметров одиноч-

ного и тетанического сокращения, укорочение пери-

ода максимальной устойчивой работоспособности 

мышцы и предопределяла увеличение не только в срав-

нении с ДМ-группой, но и контролем, скорости тета-

но, развитие утомления [46], уменьшать окислитель-

ное повреждение митохондрий, вызванное физиче-

ской нагрузкой, что обусловливает повышение физи-

ческой работоспособности и ускорение восстановления 

после утомления [26]. Отмечается ослабление перекис-

ного окисления липидов в  скелетных мышцах [47], 

усиление антиоксидантной защиты и уменьшение экс-

прессии провоспалительных агентов, что способству-

ет ослаблению вызванного физическими упражнени-

ями окислительного стресса в мышцах [48, 49].

Таким образом, в наших исследованиях установ-

лено, что a-ЛК, вводимая в комплекс с ДМ, не просто 

предотвращала повышенную утомляемость мышцы 

животных, получавших ДМ, но и обусловливала боль-

шую в сравнении с контролем скорость восстановле-

ния мышцы после утомления у животных ДМ+a-ЛК-

группы.

Для более детальной оценки сократительной функ-

ции мышцы животных всех групп на заключительном 

этапе были оценены параметры тетанического сокра-

щения мышцы, которое часто наблюдается в реальных 

условиях при необходимости развить достаточную для 

выполнения внешней работы мощность.

Анализ полученных данных показал, что введение 

a-ЛК в комплексе с ДМ частично нивелировало наруше-

ние параметров тетанического сокращения мышцы, вы-

званное введением синтетического ГК, и даже обуслови-

ло улучшение относительно контроля некоторых из этих 

параметров, что было характерно для a-ЛК-группы. Так, 

после 30-суточного введения пары препаратов наблюда-

лось значимое относительно контроля снижение (на 24%, 

р<0,05) амплитуды тетануса (табл. 3), что было отмечено 

и для ДМ-группы. Вместе с тем, в отличие от ДМ-группы, 

у животных ДМ+a-ЛК-группы время достижения мак-

симальной амплитуды тетануса не удлинялось относи-

тельно контроля, а, напротив, укорачивалось (на 58%, 

Таблица 2

средние значения (
_
X±m) количества активируемых двигательных единиц (де) и массы передней большеберцовой мышцы крыс кон-

трольной группы и животных, получавших дексаметазон (дМ) и a-липоевую кислоту (a-лК) изолированно и комплексно (дМ+a-лК)

Параметры Группы животных

К ДМ a-ЛК ДМ+a-ЛК

Количество активируемых ДЕ мышцы

Исходное количество ДЕ 14,1±1,21 8,1±0,95, [-43*] 25,1±2,93, [+78*] 15,6±1,27

после УР 10,4±0,91

(-26±2,0•)
5,3±0,61,[-49*]

(-34±2,4•)
21,9±3,14, [+110*] 13,3±1,84

Масса мышцы, мг 399,8±6,81 363,9±8,50, [-9*] 440,5±14,17, [+10*] 374,5±14,24

Примечание. * – в квадратных скобках указано статистически значимое различие с соответствующим контрольной группы (в %, р<0,05); 

• – в круглых скобках указано статистически значимое различие с исходным значением соответствующей группы (в %, р<0,05).
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нического сокращения, а также скорости восстанов-

ления мышцы после утомляющей работы, что было ха-

рактерно для a-ЛК-группы. 

Полученные в модельных экспериментах факты 

дают основания рассматривать a-ЛК как одно из эф-

фективных средств для компенсации расстройств со-

кратительной функции скелетных мышц, вызванных 

длительной ГК-терапией. Данные факты позволяют 

рассматривать a-ЛК в качестве возможного средства 

для компенсации стероидной миопатии. 

Выводы:

1. a-ЛК, вводимая в комплексе с ДМ, нивелирова-

ла снижение числа активируемых двигательных единиц 

(ДЕ) и уменьшение массы мышцы и степени ее постте-

танической потенциации, повышала сократительные и 

временные параметры одиночного и тетанического со-

кращений, увеличивала период максимальной работо-

способности мышцы, и даже обусловливала значимое 

увеличение в сравнении с контролем скорости рассла-

бления мышцы при одиночном сокращении (на 34%) и 

скорости развития тетанического сокращения (на 80%), 

что было характерно  для a-ЛК-группы. Данные факты 

косвенно указывают в пользу отсутствия выраженных 

дистрофических изменений мышечных волокон при 

использовании a-ЛК. 

 2. a-ЛК, вводимая в комплексе с ДМ, компенсиро-

вала типичную для ДМ-группы повышенную утомляе-

мость и пониженную способность мышцы к восстанов-

лению после выполнения утомляющей работы, препят-

ствовала значимому снижению амплитуды одиночных 

сокращений и количества активируемых ДЕ мышцы по-

сле выполнения утомляющей работы, типичных не толь-

ко для животных ДМ-группы, но и контрольных особей.
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Введение. При клинической манифестации туберкулеза легких альвеолярные макрофаги накапливают микобактерии и 

перестают выполнять свои эффекторные функции� Это связано с конверсией их провоспалительного фенотипа М1 в про-

тивовоспалительный М2, что способствует хронизации инфекции� Научная гипотеза исследования предполагает влияние 

цитокинового статуса организма на поляризацию моноцитов в крови в процессе их миграции к очагу воспаления, опре-

деляя дифференцировку и пути активации макрофагов в тканях� 

Цель исследования – оценка иммунофенотипа моноцитов крови и исследование in vitro уровня секреции иммунорегуля-

торных цитокинов мононуклеарными лейкоцитами периферической крови у больных с различными клиническими фор-

мами туберкулеза легких� 

Методика. Обследовано 65 пациентов с впервые выявленным туберкулезом легких� Материалом исследования служили веноз-

ная кровь и мононуклеарные лейкоциты периферической крови� Исследование иммунофенотипа моноцитов проводили мето-

дом проточной цитометрии (цитофлуориметр Cytoflex, Becman Coulter, США) в цельной крови с использованием моноклональ-

ных антител («eВioscience», США)� Обработку полученных данных проводили с помощью программы «CytExpert 2�0»� Опреде-

ляли количество клеток экспрессирующих поверхностные маркеры: CD14, CD163, CD204 и HLA-DR� Содержание цитокинов 

(IL-2, IL-10, TGFβ) в супернатантах клеточных культур оценивали с помощью твердофазного иммуноферментного анализа (ELISA)� 

результаты. Полученные результаты позволяют предположить, что при общем снижении численности циркулирующих 

CD14-позитивных моноцитов крови у больных туберкулезом легких, независимо от его клинической формы сохраняется 

высокая экспрессия маркеров активации клеток как по провоспалительному фенотипу М1 (HLA-DR-позитивные моноциты), 

так и противовоспалительному фенотипу М2 (CD163-позитивные моноциты)� При диссеминированной форме заболева-

ния повышается количество противовоспалительных CD204-позитивных моноцитов, предшественников М2-макрофагов, 

что свидетельствует о доминировании супрессорного типа иммунного ответа� Анализ цитокинового статуса in vitro пока-

зал, что течение болезни сопровождается угнетением эффекторных иммунных реакций и повышением уровня противо-

воспалительных цитокинов� Выявленные изменения в равной степени могут быть как причиной, так и следствием дефи-

цита секреции IL-2� Показано также, что уровень секреции медиаторов с супрессорными эффектами (IL-10, TGFβ) меняется 

в зависимости от клинической формы заболевания и чувствительности возбудителя к противотуберкулезным препара-

там: гиперсекреция IL-10 отмечается у больных с инфильтративным лекарственно-чувствительным, а TGFβ – при диссеми-

нированном лекарственно-устойчивом туберкулезе легких� 

заключение. Особенности дифференциации моноцитов крови у больных туберкулезом легких позволили прийти к заклю-

чению, что предшественники макрофагов – моноциты, уже в кровотоке начинают экспрессировать маркеры, характерные 

для разных по функциям М1- и М2-макрофагов, c поляризацией в направлении М2-иммунофенотипа� Следовательно, при 

развитии туберкулеза легких реализуются механизмы цитокиновой регуляции, подавляющие активацию врожденного 

иммунитета, что, возможно, является причиной хронизации воспалительного процесса в легких и формирования имму-

нодефицита индуцированного Mycobacterium tuberculosis�  
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1Siberian State Medical University, 
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2National Research Tomsk State University, 
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In clinical manifestation of pulmonary tuberculosis, alveolar macrophages perform as a reservoir where they accumulate myco-

bacteria and lose their effector functions due to the pathological conversion of macrophage pro-inflammatory M1 phenotype 

to the anti-inflammatory M2 phenotype, which provides transition to chronic infection� The study hypothesis suggested that 

the cytokine status, as evaluated by leukocyte secretion of cytokines in vitro, influences the monocyte polarization in the blood 

during their migration to the inflammatory focus, thereby determining differentiation and pathways of macrophage activa-

tion in tissues� 

the aim of this work was to assess the immunophenotype of blood monocytes and the in vitro secretion of immunoregulatory 

cytokines by mononuclear peripheral blood leukocytes from patients with different clinical forms of pulmonary tuberculosis taking 

into account the pathogen sensitivity to major anti-tuberculosis drugs�

Methods. 65 patients with newly diagnosed pulmonary tuberculosis were evaluated�  The study material was venous blood and 

peripheral blood mononuclear leukocytes� Monocyte immunophenotype was determined in whole blood by flow cytometry on 

a Cytoflex flow cytometer (Becman Coulter, USA) with monoclonal antibodies (eBioscience, USA)� Results were processed with a 

CytExpert 2�0 software� The number of cells expressing surface markers, CD14, CD163, CD204 and HLA-DR, was determined� Con-

tent of cytokines (IL-2, IL-10, TGFβ) in supernatants of cell cultures was measured by enzyme-linked immunosorbent assay (ELISA)� 

Results of the study were processed with a SPSS v�11�0 standard software package�

results. The study results suggested that with an overall decrease in the number of circulating CD14-positive blood mono-

cytes in patients with pulmonary tuberculosis regardless of its clinical form, high expression of cell activation markers 

remained both for the pro-inflammatory M1 phenotype (HLA-DR-positive monocytes) and the anti-inflammatory M2 phe-

notype (CD163-positive monocytes)� In disseminated tuberculosis, the number of anti-inflammatory CD204-positive mono-

cytes, M2 macrophage precursors, increases indicating predomination of the immunosuppressive response� In vitro analy-

sis of the cytokine status showed that tuberculosis progression is accompanied by inhibition of effector immune responses 

and increases in anti-inflammatory cytokine concentrations in vitro�  These changes may be equally either a cause or a con-

sequence of deficient IL-2 secretion� We also found that the secretion of mediators with suppressor effects (IL-10, TGFβ) 

varied depending on both the clinical form of tuberculosis and the pathogen sensitivity to anti-TB drugs; IL-10 hypersecre-

tion was observed in patients with drug-sensitive, infiltrative tuberculosis whereas TGFβ hypersecretion was observed in 

disseminated, drug-resistant tuberculosis�

conclusion. Features of blood monocyte differentiation in patients with pulmonary tuberculosis allowed us to conclude that 

monocytes, the macrophage precursors, start expressing markers for different functions of M1 and M2 macrophages with polar-
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ization toward the M2 immunophenotype already in the bloodstream� Therefore, in the development of pulmonary tuberculo-

sis, cytokine regulation mechanisms become involved in suppressing the activation of innate immunity, which possibly causes 

chronic inflammation in the lungs and formation of Mtb-induced immunodeficiency�
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Введение

Туберкулез (ТБ) – высоко вирулентная и распро-

страненная инфекция. Сегодня, по-прежнему, во всем 

мире достаточно высокий процент инфицированных 

Mycobacterium tuberculosis (Mtb) людей. При этом име-

ется тенденция к увеличению среди пациентов часто-

ты встречаемости остропрогрессирующих деструктив-

ных форм туберкулеза с тяжелым клиническим тече-

нием заболевания и формированием множественной 

и широкой лекарственной устойчивости возбудителя 

к противотуберкулезным препаратам [1].

Неэффективность механизмов иммунной защиты 

при внедрении Mtb в макроорганизм – ведущий фак-

тор развития туберкулеза с множественной лекарствен-

ной устойчивостью (МЛУ), так как селекция рези-

стентных штаммов микобактерий определяется актив-

ностью иммунного ответа в целом. Ключевые клетки 

противотуберкулезного иммунитета – макрофаги и 

Т-лимфоциты [2]. Риск развития туберкулеза возрас-

тает у лиц с первичными или вторичными иммуноде-

фицитами. Высокая частота встречаемости туберкуле-

за с МЛУ также отмечается у иммунокомпрометиро-

ванных пациентов [3]. 

При клинической манифестации ТБ альвеоляр-

ные макрофаги играют роль резервуара, в котором на-

капливаются Mtb, и перестают выполнять свои эффек-

торные функции. Это связано с патологическим пере-

ключением их провоспалительного фенотипа М1 на 

противовоспалительный – М2, что способствует хро-

низации и персистенции туберкулезной инфекции. 

Вероятно, что поляризация фенотипа предшествен-

ников макрофагов – моноцитов может происходить 

еще в кровотоке под влиянием комплекса цитокинов 

и ростовых факторов. Таким образом, при реализации 

иммунной защиты против Mtb пластичность моноци-



82

Original articlePathological Physiology and Experimental Therapy, Russian journal. 2020; 64(4)  

 DOI: 10.25557/0031-2991.2020.04.79-87

тов/макрофагов обеспечивает возможность их кон-

версии и функционального перепрограммирования [4, 

5].Причины дисбаланса иммунного ответа у больных 

ТБ разнообразны. Они могут быть связаны с поляри-

зацией иммунных реакций в направлении гумораль-

ного и супрессорного типов. Соответственно меняется 

и цитокиновый профиль с преобладанием цитокинов, 

подавляющих активацию макрофагов и эффекторных 

Т-клеток [6]. 

Научная гипотеза нашего исследования заключа-

лась в том, что цитокиновый статус организма, кото-

рый мы оценивали, определяя секрецию цитокинов 

мононуклеарными лейкоцитами периферической кро-

ви (МПК) in vitro, влияет на предварительную поляри-

зацию моноцитов в крови в процессе их миграции к 

очагу воспаления, определяя, таким образом, диффе-

ренцировку и пути активации макрофагов в тканях. 

Учитывая интенсивное развитие иммунобиотера-

пии и актуальность проблемы резистентности бакте-

рий к антибиотикам, новые знания об особенностях 

дифференцировки моноцитов и секреции цитокинов 

при ТБ могут стать фундаментальной основой для раз-

работки перспективных иммуноактивных средств, до-

полняющих стандартную противотуберкулезную хи-

миотерапию [7]. 

Цель работы – оценка иммунофенотипа моноци-

тов крови и исследование уровня секреции иммуноре-

гуляторных цитокинов мононуклеарными лейкоцита-

ми периферической крови in vitro у больных с различ-

ными клиническими формами туберкулеза легких с 

учетом лекарственной чувствительности возбудителя 

к основным противотуберкулезным средствам.

Методика 

Работа выполнена по международным правилам 

работы с биоматериалом людей. Все испытуемые до-

бровольно подписывали форму информированного 

согласия на анонимное участие в исследовании. Про-

токол исследования одобрен этическим комитетом На-

ционального исследовательского Томского государ-

ственного университета. Обследовано 65 пациентов с 

впервые выявленным ТБ легких (45 мужчин и 20 жен-

щин в возрасте от 18 до 55 лет). Диагноз устанавливал-

ся на основании клинической картины заболевания, 

рентгенологического исследования легких, данных ми-

кроскопического и бактериологического исследова-

ния мокроты. Все больные были разделены на 2 груп-

пы по клинической форме заболевания: группу с ин-

фильтративным туберкулезом легких (ИТБ) составили 

37 человек, группу с диссеминированным туберкуле-

зом легких (ДТБ) – 28 человек. При делении больных 

ТБ на группы учитывалась чувствительность возбуди-

теля к основным противотуберкулезным средствам 

(ПТС): группу пациентов, выделяющих Mtb, чувстви-

тельные к основным ПТС, составили 43 человека, во 

вторую группу были включены 22 пациента, выделя-

ющих Mtb, устойчивые к ПТС основного ряда (изони-

азиду, рифампицину, стрептомицину, этамбутолу). 

У 22 пациентов из 65 проводилось исследование им-

мунофенотипа моноцитов крови. Данная группа пред-

ставлена в работе только в аспекте разных клиниче-

ских форм ТБ, поскольку во всей этой группе Mtb бы-

ли чувствительны к ПТС основного ряда: 12 пациентов 

с инфильтративным ТБ и 10 с диссеминированным ТБ. 

Контрольную группу составили 15 здоровых доноров 

с соответствующим группе больных ТБ распределени-

ем по полу и возрасту (10 мужчин и 5 женщин в воз-

расте от 18 до 55 лет).

Материалом исследования служили венозная 

кровь и мононуклеары периферической крови. Забор 

крови проводился утром натощак из локтевой вены до 

начала проведения химиотерапии ПТС. Исследова-

ние иммунофенотипа моноцитов проводили методом 

проточной цитометрии в цельной крови с использова-

нием моноклональных антител («eВioscience», США) 

на проточном цитофлуориметре Cytoflex (Becman 

Coulter, США). Обработку полученных данных про-

водили с помощью программы «CytExpert 2.0». Опре-

деляли содержание позитивных клеток, экспресси-

рующих поверхностные маркеры моноцитов: CD14, 

CD163, CD204 и HLA-DR.

Из крови клетки выделяли методом градиентного 

центрифугирования (1,077 г/см3). Клетки культиви-

ровали в полной питательной среде (90% RPMI-1640, 

10% инактивированной телячьей сыворотки, 0,3 мг/мл 

L-глутамина, 100 мкг/мл гентамицина, 2 ммоль/мл 

HEPES). Клеточность в суспензионной культуре стан-

дартизировали до 2,5×106/мл. Для специфической (ан-

тигенной) стимуляции клеток в культуре применяли 

вакцинный штамм BCG (50 мкг/мл). Определяли ба-

зальный и стимулированный вакциной уровень секре-

ции следующих цитокинов: интерлейкинов IL-2, IL-

10, трансформирующего фактора роста (TGF)b. Со-

держание цитокинов в супернатантах суспензионных 

клеточных культур оценивали с помощью твердофаз-

ного иммуноферментного анализа (ELISA). Иссле-

дование проводили с использованием наборов ООО 

«Протеиновый контур», г. Санкт-Петербург (для из-

мерения концентрации IL-2), ЗАО «Вектор-Бест», 

г. Новосибирск (для измерения концентрации IL-10) 

и «BCM Diagnostics», США (для измерения концентра-

ции TGF-b). Оптическую плотность регистрировали на 
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анализаторе Multiskan EX (Thermo electron corporation, 

Финляндия) при длине волны 450 нм. 

Результаты исследования обрабатывали с исполь-

зованием стандартного пакета программ SPSS v.11.0. 

Для всех имеющихся выборок данных проверяли ги-

потезу нормальности распределения по критерию Ша-

пиро–Уилка. Так как распределение выборок отли-

чалось от нормального, рассчитывали медиану (Ме), 

первый и третий квартили [Q
1
, Q

3
]. Для оценки  ста-

тистической значимости различий выборок, не подчи-

няющихся нормальному распределению, использова-

ли U-критерий Манна–Уитни и Т-критерий Вилкок-

сона. Различия считали значимыми при p<0,05. 

результаты

Экспрессия поверхностных маркеров моноцитов 

(табл. 1). Анализ экспрессии поверхностных маркеров 

моноцитов показал снижение численности CD14+-

клеток у больных инфильтративным и диссеминиро-

ванным ТБ  по сравнению с группой здоровых доно-

ров. Количество CD14+-моноцитов с экспрессией мо-

лекулы CD204 при диссеминированном ТБ было выше, 

чем в контрольной группе, а при инфильтративном ТБ 

не отличалось от такового у здоровых добровольцев 

(табл. 1). Анализ экспрессии на моноцитах молекул 

HLA-DR и CD163 у больных диссеминированным ТБ 

выявил значимое повышение числа позитивных кле-

ток по сравнению с группой здоровых доноров. Сход-

ная картина прослеживалась у больных инфильтратив-

ным ТБ: содержание моноцитов, экспрессирующих 

HLA-DR , в этой группе пациентов было также значи-

тельно выше, чем в контроле (табл. 1). Вместе с тем 

статистически значимых межгрупповых различий ис-

следуемых показателей у больных инфильтративным 

и диссеминированным ТБ не было выявлено.

Секреция цитокинов (табл. 2). Оценивая уровень се-

креции IL-2 – профильного медиатора Т-хелперов ти-

па 1 (Th1), было установлено, что до начала лечения 

ПТС у больных с лекарственно-чувствительным ТБ 

(ЛЧТБ) (за исключением больных с диссеминирован-

ным  и лекарственно-устойчивым ТБ (ЛУТБ) базаль-

ный уровень секреции IL-2 мононуклеарными лейко-

цитами крови был ниже, чем у здоровых доноров. При 

этом наиболее выраженное снижение секреции меди-

атора отмечалось у больных с лекарственно-устойчи-

вым вариантом ДТБ (табл. 2).

При стимуляции мононуклеаров вакцинным штам-

мом BCG секреция IL-2 оказалась существенно ниже 

нормы вне зависимости от лекарственной чувствитель-

ности возбудителя и формы ТБ. При инфильтратив-

ном ЛУТБ индуцированная секреция IL-2 была в 2 раза 

выше (табл. 2).

При изучении секреции цитокинов, продуцируе-

мых Т-хелперами типа 2 (Th2) и регуляторными 

Т-лимфоцитами (Treg), нами были выявлены следу-

ющие закономерности. У больных с инфильтратив-

ным ЛЧТБ было зарегистрировано статистически зна-

чимое (в 1,78 раза относительно контрольных значе-

ний) увеличение базальной секреции IL-10 

мононуклеарными лейкоцитами крови (табл. 3). Уро-

вень спонтанной секреции TGF-β при лекарственно-

чувствительном ТБ оставался в пределах нормы. В то 

же время при лекарственно-устойчивом ИТБ имелось 

снижение секреции TGF-β, а при диссеминирован-

ном ЛУТБ – ее увеличение в 1,5 раза. Установлено, 

что у больных с лекарственно-устойчивым ИТБ дан-

Таблица 1

 содержание cd14+-клеток, экспрессирующих молекулы cd204, hla-dr cd163 у больных туберкулезом легких в зависимости от 

клинической формы заболевания, Me [Q
1
–Q

3
]

Группы обследованных 

лиц
CD14+-клетки, % CD14+CD204+-клетки, %

CD14+HLA-DR+-клетки, 

%
CD14+CD163+-клетки, %

Здоровые доноры 80.0

[73.3–86.3]

2.6

[1.32–3.90]

22.9

[18.4–29.3]

17.7

[12.3–22.0]

Больные ИТБ 55.6

[42.5–66.0]

p
1
=0.027

2.8

[1.46–3.72]

59.6

[46.7–65.0]

p
1
=0.031

45.6

[37.7–53.6]

p
1
=0.027

Больные ДТБ 65.2

[50.7–74.0]

p
1
=0.012

5.5

[3.22–6.70]

p
1
=0.007

p
2
=0.011

67.5

[54.5–71.0]

p
1
=0.010

41.5

[34.3–48.6]

p
1
=0.012

Примечание. Здесь и в табл. 2, 3: p
1 
– уровень статистической значимости различий по сравнению с параметрами у здоровых доноров; p

2
 – 

у больных ИТБ.
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ный показатель был в 2,9 раза ниже, чем у больных с 

ДТБ (табл. 3).

Добавление в культуры клеток вакцинного штам-

ма BCG (табл. 3) сопровождалось повышением уров-

ня секреции IL-10 у больных с инфильтративным 

ЛЧТБ относительно нормы и базального уровня секре-

ции. Более высоким в условиях антигенной индукции 

клеток оказался также уровень секреции IL-10 при дис-

семинированном ЛУТБ (в сравнении со спонтанным 

уровнем образования цитокина). При инфильтратив-

ном ЛУТБ уровень стимулированной секреции IL-10 

оставался в пределах нормы (табл. 3). 

Таблица 2 

Показатели секреции il-2 in vitro у больных туберкулезом легких в зависимости от формы заболевания и чувствительности возбу-

дителя к противотуберкулезным средствам, Me [Q
1
-Q

3
]

IL-2 (пг/мл)

Группы обследованных лиц

Здоровые доноры
Больные с ЛЧТБ Больные с ЛУТБ

Больные ИТБ Больные ДТБ Больные ИТБ Больные ДТБ

Без индукции (ба-

зальная)

22.26

 [10.82–30.18] 

16.24

 [9.63–32.48]

р
1
=0.002

29.72

 [12.72–53.59]

р
2
=0.049

15.42

[10.28–20.73] 

р
1
=0.037

14.32

[9.73–21.49]

р
1
=0.048

р
3
=0.042

При индукции BCG 69.36

[13.94–65.80]

13.82

 [5.28–30.21]

р
1
=0.016

27.18

 [11.33–42.86]

р
1
=0.003

26.83

 [11.15–33.32]

р
1
=0.038

р
3
=0.024

15.53

 [9.79–22.85]

р
1
=0.018

р
2
=0.019

Примечание. p
3 
– у больных с ЛЧТБ. 

Таблица 3

Показатели секреции il-10 и tgf-β in vitro у больных туберкулезом легких в зависимости от формы заболевания и чувствительно-

сти возбудителя к противотуберкулезным средствам, Me [Q
1
-Q

3
]

Группы 

обследованных лиц

IL-10 (пг/мл) TGF-β (пг/мл)

Без индукции  

(базальная)
При индукции BCG

Без индукции  

(базальная)
При индукции BCG

Здоровые доноры
25.29

[13.50–33.56]

26.21

[22.74–52.20)

1108,75 [929.80–

1487.20]

1087.80

[500.00–1412.60]

Б
о

л
ь

н
ы

е
 с

 Л
Ч

Т
Б

Больные ИТБ 44.92

[18.75–57.64]

р
1
=0.002

55.49

32.22–65.28) 

р
1
=0.027

р
4
=0.005

1062.91

 [792.24–1613.57]

1125.92

[875.16–1215.07]

Больные ДТБ 24.11

[9.54–50.72]

р
2
<0.001

33.52

20.64–66.17) р
2
<0.001

923.62

[728.24–1427.19]

673.18

[573.18–831.92]

р
1
<0.001

р
2
=0.003

р
4
=0.038

Б
о

л
ь

н
ы

е
 с

 Л
У

Т
Б

Больные ИТБ 27.51

[24.18–42.71]

р
3
<0.001

24.51

25.62–53.21

578.02

[315.29–781.46]

р
1,3

<0.001

352.17

[195.32–891.45] 

р
1
=0.021

р
3
=0.004

Больные ДТБ 20.07

[18.22–21.13]

26.52

23.57–35.24

р
2
=0.042

р
4
=0.004

1672.33

[915.61–2452.27]

р
1,2

<0.001

р
3
=0.005

1986.58

[792.53–3009.68]

р
1
=0.044

р
2
=0.048

р
3
=0.023

р
4
=0.007

Примечание. р
4 
– с базальным уровнем секреции цитокина.
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Уровень BCG-индуцированной секреции TGF-β 

при диссеминированном ЛЧТБ оказался в 1,6 раза ни-

же, чем у здоровых доноров, и в 1,4 раза ниже, чем в 

отсутствие дополнительной антигенной нагрузки. При 

ЛУТБ установлены разнонаправленные изменения се-

креции TGF-β в зависимости от его клинической фор-

мы. Так, при ИТБ секреция TGF-β была в 3,1 раза ни-

же относительно контрольных значений, а при ДТБ 

отмечалось ее увеличение как относительно контроль-

ных значений (в 1,8 раза), так и сравнительно с базаль-

ным уровнем (в 1,2 раза) (табл. 3).

Обсуждение

Высокая эффективность активации врожденного им-

мунитета при ТБ играет решающую роль в развитии и ис-

ходах туберкулезной инфекции. Нарушения индуктивной 

фазы иммунного ответа часто связаны с формировани-

ем толерантности к антигену уже на стадии его презента-

ции. Полученные результаты позволяют предположить, 

что при общем снижении численности циркулирующих 

CD14-позитивных моноцитов крови у больных ТБ не-

зависимо от его клинической формы сохраняется высо-

кая экспрессия маркеров активации клеток как по про-

воспалительному фенотипу М1 (HLA-DR-позитивные 

моноциты), так и противовоспалительному фенотипу 

М2 (CD163-позитивные моноциты) (табл. 1). Вероятно, 

механизмы их окончательной дифференцировки опре-

деляются непосредственно в очаге воспаления. В то же 

время, повышение числа CD204-позитивных моноци-

тов (табл. 1), предшественников М2-макрофагов, у боль-

ных диссеминированным ТБ свидетельствует о домини-

ровании супрессорного типа иммунного ответа. Высокая 

экспрессия скавенджер-рецептора CD204 на моноци-

тах также может быть связана с предрасположенностью 

данных пациентов к реализации, в первую очередь, ре-

генераторных и противовоспалительных функций кле-

ток врожденного иммунитета.

Манифестация туберкулезной инфекции контро-

лируется различными факторами, участвующими в 

формировании не только врожденного, но и адаптив-

ного иммунитета, в котором существенная роль от-

водится как макрофагам, так и T-лимфоцитам, вза-

имно активирующимся посредством цитокинов в от-

вет на индукцию антигеном Mtb [8]. Ключевую роль в 

противотуберкулезном иммунитете играет IL-2 – ро-

стовой фактор Т-клеток. Он обеспечивает в ходе им-

мунного ответа активацию регуляторных Т-клеток и 

эффекторных (воспалительных и цитотоксических) 

Т-лимфоцитов [9].

Исследование in vitro IL-2-секреторной функции 

мононуклеарных лейкоцитов крови показало, что в 

группе больных с диссеминированным ЛУТБ дефицит 

секреции IL-2 был более выраженным, чем при диссе-

минированном ЛЧТБ (табл. 2). Выявленное нами у 

больных ТБ снижение секреции IL-2 в период активно 

развивающегося патологического процесса, вероятно, 

определяется непосредственным токсическим влияни-

ем продуктов жизнедеятельности Mtb на процессы био-

синтеза цитокина в иммунокомпетентных клетках [10]. 

Кроме того, в основе иммунодепрессии при ТБ лежит 

функциональная анергия Т-клеток, одним из проявле-

ний которой является гипосекреция IL-2, что опосре-

дует развитие лимфоцитопении и способствует тяжело-

му клиническому течению заболевания при ЛУТБ [11]. 

Уровень BCG-индуцированной секреции IL-2 in vitro 

при ЛЧТБ и ЛУТБ оказался ниже, чем в контрольной 

группе, у всех больных ТБ независимо от чувствитель-

ности возбудителя к ПТС (табл. 2). 

Известно, что IL-2 – ведущий митогенный фактор 

Т-клеток. При этом он также стимулирует рост и диф-

ференцировку регуляторных T-лимфоцитов с супрес-

сорной активностью [12]. В наших предыдущих рабо-

тах было установлено, что при ТБ в крови больных зна-

чительно повышается содержание Treg, в том числе их 

субпопуляций c супрессорной активностью, экспрес-

сирующих транскрипционный фактор Foxp3 [13]. До-

казано, что первичный механизм действия регулятор-

ных T-лимфоцитов представляет собой дезорганиза-

цию процессов метаболизма. В результате наличия 

поверхностной молекулы CD25 (α-цепь рецептора к 

IL-2) Treg могут связывать IL-2, тем самым препят-

ствуя активации данным цитокином других Т-клеток 

и секреции ими IL-2 и других провоспалительных ме-

диаторов [14]. Возможно, снижение секреции IL-2 при 

ТБ вызвано повышением численности и функциональ-

ной активности Treg-лимфоцитов. 

IL-10 подавляет синтез и секрецию регуляторных 

цитокинов всеми клонами Т-лимфоцитов-хелперов, а 

также блокирует активацию антигенпрезентирующих 

клеток (АПК). Медиатор обладает выраженным имму-

носупрессорным эффектом и снижает пролифератив-

ный ответ Т-лимфоцитов на Mtb при туберкулезе [15]. 

Мы установили, что при лекарственно-чувствитель-

ном ИТБ возрастает уровень базальной и BCG-

стимулированной секреции IL-10 in vitro (табл. 3). 

При инфильтративной форме ТБ, как правило, от-

мечается наименьшая степень отклонений показателей 

иммунитета, что согласуется с меньшей выраженно-

стью клинико-рентгенологических проявлений забо-

левания по сравнению с другими формами туберкулеза. 

В случае развития ИТБ клеточные механизмы защиты 

работают относительно эффективно, сохраняется се-
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креторная активность иммунокомпетентных клеток в 

отношении цитокинов Th1-профиля (IL-12, интерфе-

рон (IFN) γ) [16].

Основными клетками-продуцентами другого имму-

носупрессорного цитокина – TGF-β – являются Treg c 

фенотипом CD4+CD25+Foxp3+. Однако его секретируют 

(но в меньшем количестве) и иные клетки – Th2-

лимфоциты, моноциты/макрофаги, эозинофилы, тром-

боциты, хондроциты, остеобласты и остеокласты [17]. 

Главным свойством TGF-β является супрессия всех ти-

пов иммунных реакций, но, в первую очередь, Th1-

адаптивного ответа [18]. Под влиянием TGF-b происхо-

дит конверсия субпопуляций Т-клеток – из CD4+CD25− 

Т-лимфоцитов образуются CD4+CD25+Foxp3+ Treg [19].

Проявлением такого рода преобразования являет-

ся экспрессия транскрипционного фактора Foxp3 

(скурфина) непосредственно в клетке и молекул CD25 

и CTLA-4 (Cytotoxic T-Lymphocyte-Associated protein 4) 

на ее поверхности. Известно, что TGF-b может изме-

нять функциональную активность Treg и их чувстви-

тельность к апоптозу за счет повышения экспрессии 

гена FOXP3, который локализуется в Х-хромосоме [18]. 

Анализ секреции TGF-β в культуре МПК in vitro 

показал наличие разнонаправленных ее изменений у 

больных ТБ (табл. 3). У пациентов с ДТБ с лекарствен-

ной устойчивостью возбудителя отмечалось значитель-

ное увеличение секреции данного медиатора (базаль-

ной и BCG-индуцированной), тогда как при ИТБ се-

креция цитокина снижалась. Ниже нормы уровень 

секреции TGF-β оказался также при индукции клеток 

вакцинным штаммом BCG при лекарственно-чувстви-

тельном ДТБ (табл. 3).

Резюмируя полученные данные, можно сделать вы-

вод, что у больных ИТБ ведущим медиатором, способ-

ствующим поляризации иммунных реакций в направ-

лении супрессорного пути, с формированием иммун-

ной толерантности является IL-10, а снижение секреции 

«медиатора фиброза» TGF-β при ИТБ может рассма-

триваться как относительно благоприятный фактор, 

препятствующий диссеминации Mtb [20]. Поскольку у 

пациентов с диссеминированным ЛУТБ секреция 

ТGF-β возрастала в ответ на индукцию суспензионной 

культуры клеток BCG, можно судить о высокой реак-

тивности МПК при этой клинической форме болезни. 

В сочетании с высокой экспрессией ключевого марке-

ра М2-макрофагов – скавенджер-рецептора CD204 на 

моноцитах у больных диссеминированным ТБ, гипер-

секреция TGF-β – безусловно, негативный фактор, по-

скольку предрасполагает к дифференцировке и актива-

ции моноцитов по альтернативному пути М2, фиброге-

незу и затяжному течению воспаления [21]. 

заключение

Сегодня, в период ренессанса врожденного имму-

нитета, углубленного изучения механизмов действия 

моноцитов/макрофагов при инфекционной и неин-

фекционной патологии, уже не вызывает сомнений 

лидирующая роль этих клеток в иммунном ответе, ко-

торая и определяет результат его эффекторной фазы. 

Определение иммунофенотипа моноцитов крови 

у больных ТБ показало, что предшественники макро-

фагов уже в кровотоке начинают экспрессировать мар-

керы, характерные для разных по функциям М1- и М2-

макрофагов, то есть делятся на  2 основные субпопу-

ляции. Интересно, что при диссеминированной форме 

ТБ значительнно повышается численность CD204-

позитивных моноцитов. Таким образом, представля-

ется изначально детерминированным именно М2-путь 

активации макрофагов. 

Исследование цитокинового статуса у больных ТБ 

позволяет прийти к заключению, что, в целом, течение 

болезни сопровождается угнетением эффекторных им-

мунных реакций. Выявленные изменения в равной сте-

пени могут быть как причиной, так и следствием дефи-

цита синтеза и секреции IL-2. Уровень секреции меди-

аторов с супрессорными эффектами (IL-10, TGF-β) 

варьирует в зависимости от клинической формы забо-

левания и чувствительности Mtb к ПТС. Так, базальная 

и антиген-индуцированная in vitro гиперсекреция IL-10 

отмечается у больных с инфильтративным ЛЧТБ, 

а TGF-β – при диссеминированном ЛУТБ. 

Следовательно, при развитии ТБ доминируют ме-

ханизмы цитокиновой регуляции, подавляющие акти-

вацию иммунного ответа, что, возможно, является 

причиной хронического воспаления в ткани легких и 

формирования вторичного иммунодефицита, индуци-

рованного Mtb. 
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Влияние пептидов глипролинового ряда  
на уровень метаболитов оксида азота  
и активность тканевого активатора плазминогена у крыс  
в норме и при метаболическом синдроме

1ФГБОУ ВО «Московский государственный университет им� М�В� Ломоносова», 

119234, Москва, Россия, Ленинские горы, д� 1/12;
2 ФГБУН «Институт молекулярной генетики» Российской академии наук, 

123182, Москва, Россия, ул� Курчатова, д� 2 

Введение. Короткие регуляторные пролинсодержащие пептиды могут оказывать противосвертывающие эффекты в орга-

низме и проявлять защитное действие при тромбозах� 

Цель исследования – выявление косвенных эффектов пептидов глипролинового ряда Pro-Gly-Pro (PGP) и Arg-Glu-Arg-

Pro-Gly-Pro (RERPGP) на функцию эндотелия сосудов и состояние системы фибринолиза в норме и при нарушении липид-

ного обмена� 

Методика. Пептиды были синтезированы в институте молекулярной генетики РАН� В экспериментах использовано 

60 лабораторных белых крыс-самцов линии Wistar� Проведено 2 серии экспериментов – на здоровых крысах и живот-

ных с экспериментально воспроизведенным метаболическим синдромом (МС)� Пептиды вводили интраназально 

в течение 7 сут через каждые 24 ч (100 мкг/кг) ежедневно� Анализ крови осуществляли через 20 и 168 ч после завер-

шающего введения пептидов� Определяли уровни метаболитов оксида азота (NO) и активности тканевого актива-

тора плазминогена (ТАП)� 

результаты� Выявлены различия в действии PGP и RERPGP на исследуемые параметры у здоровых животных� В плазме 

крови крыс через 20 ч после семикратного введения пептида PGP установлено значительное повышение активности ТАП 

и метаболитов NO, которое сохранялось на протяжении 168 ч эксперимента, в то время как под влиянием RERPGP отме-

чалось повышение только уровня нитратов и нитритов через 168 ч после его применения� Пептид PGP также оказывал 

выраженные эффекты на функцию эндотелия организма и при развитии МС� Активность ТАП значительно и статистически 
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Введение

Эндотелий сосудов участвует в регуляции многих 

систем организма, в том числе гемостаза, кровообра-

щения, сосудистого тонуса, вырабатывая различные 

биологически активные вещества. Одно из этих ве-

ществ оксид азота (NO) служит и вазодилататором, и 

антиагрегантом [1]. NO в организме человека и живот-

ных образуется из аминокислоты L-аргинин при уча-

стии NO-синтаз [2, 3]. По механизму действия NO яв-

ляется основным стимулятором образования цГМФ. 

При этом в тромбоцитах уменьшается содержание 

кальция, который вовлекается во все фазы процесса 

свертывания крови. Одним из важнейших механизмов 

действия NO служит активирование кальциевых кана-

лов [4]. Кроме того, NO относится к индукторам тка-

невого активатора плазминогена (ТАП) [5, 6]. При па-

тологических состояниях, осложняющихся повыше-

нием свертываемости крови, наблюдается снижение 

синтеза NO, что отражает дисфункцию эндотелия [7]. 

О выработке NO в организме косвенно свидетельству-

ет количество его метаболитов (нитратов и нитритов). 

В настоящее время считается, что для оценки эндоте-

лиальной дисфункции также может быть использован 

тканевой активатор плазминогена (ТАП) [8], основ-

ной функцией которого является участие в процессах 

ферментативного фибринолиза. Комплексным забо-

леванием, которое характеризуется нарушениями угле-

водного и липидного обмена, а также гиперкоагуляци-

ей, гипофибринолизом и депрессией (дисфункцией) 

эндотелия сосудов является метаболический синдром 

(МС) [9]. 

Известно, что пролинсодержащие пептиды обла-

дают эндотелий-зависимой реакцией экскреции в кро-

воток ТАП. Кроме того, короткие регуляторные пеп-

тиды оказывают антитромбоцитарный и антикоагу-

лянтный эффекты в организме [10, 11]. Доказана 

защитная роль регуляторных пептидов при нарушени-

ях функции гемостаза, сопровождающихся расстрой-

ствами углеводного и липидного обмена веществ [12].

Цель исследования – выявление косвенных эффек-

тов пептидов глипролинового ряда Pro-Gly-Pro (PGP) 

и Arg-Glu-Arg-Pro-Gly-Pro (RERPGP) на функцию эн-

дотелия сосудов по выработке метаболитов NO (ни-

тратов и нитритов) и состояние системы фибриноли-

за по активности тканевого активатора плазминогена.

Методика

Исследование выполнено на 60 лабораторных белых 

крысах-самцах линии Wistar с массой тела 230–250 г, по-

лученных из питомника лабораторных животных 

«Столбовая» ФГБУН НЦБМТ ФМБА России. Живот-

ные содержались в стандартных условиях вивария при 

свободном доступе к воде и пище. Все эксперименты 

были проведены с соблюдением этических принципов 

работы с животными в соответствии с «Европейской 

Конвенцией о защите позвоночных животных, исполь-

зуемых для экспериментов или в иных научных целях» 

(ETS № 123, Страсбург, 18.03.1986 г. с приложением 

от 15.06.2006) и «Правилами надлежащей лаборатор-

ной практики» (приказ МЗ РФ № 199н от 01.04.2016).

Исследуемые в работе пептиды PGP и RERPGP 

были синтезированы в институте молекулярной гене-

тики РАН. Для инъекции препаратов животным наве-

ску каждого из пептидов ежедневно растворяли в фи-

зиологическом растворе, затем вводили животным (до-

за 100 мкг/кг в объеме 20 мкл) интраназально в течение 

7 сут через каждые 24 ч.

Проведено 2 серии экспериментов – на здоровых 

крысах и животных с экспериментально воспроизве-

денным метаболическим синдромом (МС). 30 здоро-

вых крыс (1-я серия экспериментов) были разделены на 

3 группы  по10 животных в каждой: контроль (группа 

1), введение пептидов PGP (группа 2) или RERPGP 

(группа 3). Контрольные животные получали по 20 мкл 

физиологического раствора.

Для проведения 2-й серии экспериментов исполь-

зовали модель метаболического синдрома [11]. Мета-

болические нарушения у животных индуцировали вы-

сококалорийной диетой (ВКД), включающей избыток 

насыщенных жирных кислот, холестерина и углеводов. 

Калорийность ВКД составляла не менее 3894 ккал/кг,  

т.е. 132% от калорийности стандартного гранулиро-

ванного корма (2950 ккал/кг). Ранее нами было уста-

новлено, что содержание крыс на ВКД приводит к раз-

витию у животных МС, т.е. увеличению избыточной 

массы тела, нарушениям липидного и углеводного об-

мена, а также к нарушениям  нормального функцио-

нирования системы гемостаза. Через 6 нед ВКД, жи-

вотные были разделены на 2 группы: в 1-й группе кры-

сам с МС вводили физиологический раствор («МС + 

NaCl», n=10), крысам 2-й – пептид PGP («МС + PGP», 

n=10) в дозе 100 мкг/кг, интраназально, 7-кратно че-

рез каждые 24 ч. Дополнительно использовали группу 

здоровых интактных животных («Здоровые», n=10).

Через 20 и 168 ч после 7-го введения пептидов  бра-

ли образцы крови от каждого животного. В богатой 

тромбоцитами плазме крови оценивали функцию эн-

дотелия по уровню метаболитов NO (нитратов и ни-

тритов) и состояние системы фибринолиза по актив-

ности тканевого активатора плазминогена (ТАП). Сум-

марную концентрацию нитратов и нитритов измеряли 
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методом Грисса в реакции азосочетания N-(нафтил)

этилендиамина с сульфаниламидом в присутствии азо-

тистой кислоты. Далее для реакции восстановления 

нитратов в нитриты использовали хлорид ванадия [3]. 

Величину оптической плотности измеряли на сканере 

Multiskan FX (Labsystem, США). Активность ТАП оце-

нивали на стандартных пластинах фибрина по разни-

це зон лизиса на прогретых при 86 °С и непрогретых 

пленках [13].

Статистический анализ данных осуществляли, ис-

пользуя пакет статистических программ Statistica 8 

(StatSoft Inc., США), а также графических программ 

Microsoft Excel. Оценку нормальности эмпирических 

распределений проводили с использованием критерия 

Шапиро-Уилка. Дальнейшую обработку данных про-

водили с применением непараметрических методов 

Краскела-Уоллиса и Манна-Уитни. Полученные ре-

зультаты представлены как среднее значение ± стан-

дартная ошибка среднего (M ± SEM). Различия счи-

тали статистически значимыми при р < 0,05.

результаты

В 1-й серии экспериментов при многократном ин-

траназальном введении пептидов PGP и RERPGP здо-

ровым крысам через 20 ч после последней процедуры 

установлено, что только пептид PGP способствовал ста-

тистически значимому повышению активности ТАП 

(на 201%), сочетающемуся с увеличенной продукцией 

в крови метаболитов NO (на 27%) по сравнению с со-

ответствующим контролем. Через 168 ч после введения 

PGP – активирующее действие пептида на сосудистый 

эндотелий сохранялось. При применении RERPGP на-

блюдалось повышение уровня метаболитов NO только 

через 168 ч, при этом активность ТАП не изменялась в 

течение всего эксперимента (см. таблицу).

Следовательно, у здоровых крыс пептид RERPGP 

измененял функциональное состояние сосудистой 

стенки по продуктам NO лишь в отдаленные сроки, 

в то время как введение пептида PGP приводило к зна-

чимому изменению обоих параметров (NO и ТАП), как 

сразу после многократного введения, так и на протя-

жении недели после отмены применения пептида.

Поскольку в эксперименте на здоровых животных 

выраженные эффекты выявлены у PGP, во 2-й серии, 

у животных с нарушением липидного и углеводного 

метаболизма, представляло интерес изучить влияние 

именно этого пептида. 

Через 6 нед потребления животными ВКД, выяв-

лялись нарушения в функционировании системы ге-

мостаза и сосудистой стенки. Как видно на рис. 1, 

у контрольных крыс группы 1 (МС + NaCl) наблюда-

лось  снижение активности ТАП (на 53%) и уровня ме-

таболитов NO (на 45%) по сравнению со здоровыми 

животными. Это соответствует данным о развитии у 

животных с МС признаков дисфункции эндотелия и 

угнетении фибринолитической активности крови [8].

Семикратное введение PGP животным с МС 

(рис. 1, а) приводило к значительному увеличению ак-

тивности ТАП как через 20 ч, так и через 168 ч после 

7-го применения пептида на 152% и 133% соответ-

ственно (p<0.01 в обоих случаях) по сравнению с кон-

тролем («МС + NaCl»). Эти величины практически со-

ответствовали значениям ТАП у здоровых крыс. За-

служивает внимания тот факт, что уровень метаболитов 

NО через 20 ч после воздействия PGP статистически 

значимо превышал этот показатель в контроле на 32%. 

Этот эффект пептида через 168 ч не только сохранял-

ся, но даже усиливался и составлял 144% от контроль-

ных значений (рис. 1, б).

Обсуждение

Анализируя полученные  результаты, необходимо 

отметить вероятную взаимосвязь между уровнем ТАП 

и метаболитами NO. Так, нами установлено, что эти па-

раметры снижаются при развитии метаболических на-

рушений. Пептидные препараты глипролинового ряда, 

обладающие антикоагулянтным, фибринолитическим 

и антитромбоцитарным эффектом [11, 12], вмешиваясь 

Таблица 

изменение активности тканевого активатора плазминогена (таП) и уровня метаболитов nO у здоровых крыс  

в разные сроки после семикратного введения pgp и rerpgp в ежедневной дозе 100 мкг/кг

Условия опыта Через 20 ч после 7-го введения Через 168 ч после 7-го введения

ТАП, мм2 NO, мкM ТАП, мм2 NO, мкM

NaCl (контроль) 12,0 ± 0,7 23,7 ± 1,21 12,2 ± 0,6 20,1 ± 1,37

PGP 36,1 ± 0,6* 30,1 ± 1,03* 35,5 ± 0,5* 28,0 ± 1,58*

RERPGP 12,3 ± 0,8 25,8 ± 1,25 11,8 ± 0,5 24,8 ±1,42*

Примечание. ТАП – активность тканевого активатора плазминогена, NO – уровень метаболитов (нитратов и нитритов) оксида азота; * − 

р<0,05 по сравнению с соответствующим показателем в контрольной группе.
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в процессы фибринолиза и в функционирование сосу-

дистого эндотелия, повышают не только активность 

ТАП, но и уровень метаболитов NO. Оксид азота син-

тезируется не только из L-аргинина NO-синтазами 

(NOSs), но и из его инертных метаболитов, нитритов и 

нитратов. Было показано [14], что длительный диети-

ческий дефицит нитрита/нитрата индуцирует развитие 

МС у мышей. Использование такой диеты в течение 

3 мес вызывало висцеральное ожирение, дислипидемию 

и непереносимость глюкозы, в течение 18 мес − прово-

цировало увеличение массы тела, гипертензию, инсу-

линорезистентность и нарушение эндотелийзависимой 

вазодилятации при воздействии ацетилхолина, а в те-

чение 22 мес − приводило к смерти из-за развития сер-

дечно-сосудистых заболеваний. В то же время указан-

ные отклонения устранялись одновременной добавкой 

к пище нитрата натрия, что было связано с эндотели-

альной регуляцией NOS. Это свидетельствовало о том, 

что длительный дефицит нитритов/нитратов в рационе 

питания приводит к возникновению МС, сопровожда-

ющегося эндотелиальной дисфункцией и развитию в 

последующем сердечно-сосудистых заболеваний. Та-

ким образом, это указывает на новую патогенетическую 

роль экзогенной системы производства NO при МС и 

его сосудистых осложнениях.

Рассматривая жировую ткань в качестве эндокрин-

ного органа, исследователи отмечают [15], что инги-

битор активатора плазминогена-1 (ИАП-1), присут-

ствующий в жировой ткани (адипоцитарный), выде-

ляется в кровоток параллельно с увеличением жировой 

массы и отрицательно влияет на метаболизм в органах 

и тканях, в том числе и в сосудистой стенке. Посколь-

ку ИАП-1 также является основным ингибитором 

ТАП, он индуцирует фибриногенез путем подавления 

внутрисосудистого и тканевого фибринолиза. Поэто-

му в наших исследованиях мы наблюдали снижение 

активности ТАП у крыс с МС, что, возможно, было об-

условлено повышением ИАП-1. Под влиянием иссле-

дуемых пептидов активность ТАП усиливалась, что 

свидетельствовало о нормализации фибринолиза в ус-

ловиях МС. При этом одновременно повышалась кон-

центрация нитратов/нитритов, что позволяет нам счи-

тать глипролиновые пептиды перспективными фибри-

нолитическими лекарственными средствами. 

Обсуждая взаимосвязь МС с системой гемостаза и 

акцентируя внимание на функции эндотелия, отмечаем, 

что эндотелийзависимая вазодилатация нарушается при 

МС. Это в основном опосредовано сниженной экспрес-

сией вазодилататоров (оксида азота и простациклина) 

с сопутствующим повышением вазоконстрикторов (эн-

дотелина–1, ангиотензина II и тромбоксана А2). Пере-

крестное взаимодействие между активированным эндо-

телием и тромбоцитами приводит к протромботическо-

му порочному циклу. Также при МС наблюдается 

рис. 1. Влияние 7-кратного интраназального введения пептида PGP на активность ТАП (а) и уровень метаболитов NO (б) в плазме крови живот-

ных с метаболическим синдромом в зависимости от времени введения�

По оси абсцисс – активность ТАП и уровень метаболитов NO через 20 ч и 168 ч после последнего введения препаратов� ** − р<0,01 по сравне-

нию с соответствующим показателем в контрольной группе («МС + NaCl»)�

a б
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усиленная коагуляция в сочетании с нарушением фибри-

нолиза. Это проявляется высоким уровнем фибриноге-

на, ИАП-1, эндотелиальной дисфункцией, повышени-

ем вязкости крови. Вопрос о взаимосвязи ИАП-1 и ак-

тивности ТАП при МС требует дальнейшего изучения.  

В метаболизме органов и тканей важную роль игра-

ет аминокислота пролин, входящяя в состав глипроли-

новых пептидов [16]. Пролин и гидроксипролин − са-

мые широко распространенные аминокислоты в белках 

коллагена. Пролин в сочетании с другой аминокислотой 

лизином и витамином С способен снижать концентра-

цию холестерина ЛПНП. Прием этих аминокислот эф-

фективен при сердечно-сосудистых заболеваниях [17]. 

Мы предполагаем, что возможный механизм сти-

мулирующего влияния на сосудистый эндотелий ис-

следованных нами пептидов глипролинового ряда об-

условлен их структурными особенностями, а именно, 

наличием двух аминокислотных остатков пролина в 

составе молекул PGP и RERPGP .

заключение

На основании экспериментальных исследований 

установлено, что пептиды глипролинового ряда – PGP 

и RERPGP оказывали стимулирующее действие на фи-

бринолиз и функцию эндотелия как в норме, так и при 

патологии. Об этом свидетельствовало повышение ак-

тивности  тканевого активатора плазминогена и уров-

ня метаболитов NO – нитратов и нитритов. Выявлено 

отличие в действии PGP и RERPGP у здоровых живот-

ных. В плазме крови крыс через 20 ч после интраназаль-

ного семикратного введения пептида PGP установлено 

значительное возрастание активности ТАП и уровня 

метаболитов NO, которое сохранялось на протяжении 

7 сут после отмены введения пептида, в то время как под 

влиянием RERPGP отмечался отсроченный эффект по-

вышения только уровня нитратов и нитритов через 168 ч 

после последнего введения пептида. PGP также имел 

устойчивые выраженные эффекты в условиях метабо-

лических нарушений у крыс, повышая активность фи-

бринолитической системы и улучшая функцию эндо-

телия сосудов. Таким образом, пептид PGP защищал 

организм животных от прогрессирования дисфункции 

эндотелия и нарушения фибринолиза при МС. 
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Сравнительная оценка нейротропной активности экстрактов 
котовников кошачьего и крупноцветкового

ФГБНУ «Всероссийский научно-исследовательский институт лекарственных и ароматических растений», 

117216, Москва, Россия, ул� Грина, д� 7, стр� 1

Перспективными источниками биологически активных веществ (БАВ), обладающих нейротропной активностью, являются 

представители рода Nepeta L� – котовник кошачий (Nepeta cataria L�) и котовник крупноцветковый (Nepeta grandiflora Bieb�)� 

Цель – изучение в эксперименте in vivo и in vitro фармакологической активности экстрактов и фракций БАВ котовника 

кошачьего и котовника крупноцветкового� 

Методика. Для сравнительной оценки нейротропной активности экстрактов котовников кошачьего (Nepeta cataria L�) и 

крупноцветкового (Nepeta grandiflora Bieb�) проведен биологический скрининг образцов, обладающих дофаминергиче-

ской активностью с применением тирозингидроксилазной специфической ферментной биотест-системы в условиях in 

vitro� Определение параметров острой токсичности и противовоспалительной активности экстракта проводили в экспе-

риментах in vivo� Для оценки острой токсичности экстракта по методу Кербера использованы белые нелинейные мыши-

самцы� Экстракты вводили животным внутрижелудочно в дозах 500, 1000, 1500 и 2000 мг/кг� Изучали влияние курсового 

(3-4 сут) введения выбранных по результатам скрининга экстрактов (дозы 10 и 100 мг/кг) на центральную нервную систему 

и поведение животных на моделях «приподнятый крестообразный лабиринт» и «хлоралгидратный сон»� Препаратом срав-

нения служил экстракт пустырника (100 мг/кг)�

результаты. В результате проведенных скрининговых исследований в условиях опытов in vitro с применением специфи-

ческой ферментной биотест-системы на основе тирозингидроксилазы выявлена дофаминергическая активность у котов-

ника крупноцветкового экстракта сухого и котовника кошачьего экстракта сухого� При однократном введении экстракты 

не приводили к гибели животных, изменению внешнего вида и поведенческих реакций мышей� В соответствии с клас-

сификацией токсичности химических веществ по ГОСТ 12�1�007-76 экстракты является малотоксичными веществами� В 

дозах 10 и 100 мг/кг экстракты оказывали статистически значимое седативное действие, снижали нервно-эмоциональное 

напряжение� Седативное действие проявлялось в ускорении процесса засыпания и увеличении продолжительности сна� 

заключение. Выявлена дофаминергическая активность экстрактов котовника крупноцветкового экстракта сухого и котов-

ника кошачьего экстракта сухого� Экстракты котовника кошачьего и котовника крупноцветкового являются малотоксич-

ными веществами, обладают в опытах in vivo выраженным седативным действием, снижают нервно-эмоциональное напря-

жение� Экстракты котовника кошачьего и котовника крупноцветкового перспективны для дальнейшего изучения�
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Введение

Профилактика стресса и стресс-индуцированных 

процессов является важной задачей современной ме-

дицины. В настоящее время для профилактики и ле-

чения стресса используются психотропные препараты 

различных фармакологических групп: адаптогены, се-

дативные средства, анксиолитики (транквилизаторы), 

антидепрессанты и нейролептики [1, 2].

По данным ВОЗ до 80% населения планеты пред-

почитают лечиться лекарственными средствами при-

родного растительного происхождения, в связи с чем 

представляет интерес поиск лекарственных растений, 

снижающих нервно-эмоциональное напряжение, об-

ладающих низкой токсичностью и не уступающих по 

выраженности фармакологического эффекта совре-
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менным синтетическим препаратам. Перспективны-

ми источниками биологически активных веществ 

(БАВ), обладающих нейротропной активностью, яв-

ляются представители рода Nepeta L. – котовник ко-

шачий (Nepeta cataria L.) и котовник крупноцветковый 

(Nepeta grandiflora Bieb.). Известно, что непетолакто-

ны, содержащиеся в эфирном масле из надземной ча-

сти этих растений, обладают анксиолитической и се-

дативной активностью [3].

Цель исследования – изучение фармакологической 

активности экстрактов и фракций БАВ котовника ко-

шачьего и котовника крупноцветкового с применени-

ем специфических ферментных биотест-систем в ус-

ловиях опытов in vitro и с использованием биологиче-

ских моделей на лабораторных животных для создания 

новых эффективных лекарственных растительных пре-

паратов.

Методика

Объекты исследования: сухие очищенные экстрак-

ты котовника кошачьего (СЭКК) и котовника круп-

ноцветкового (СЭККр), бутанольные фракции котов-

ника кошачьего (БФКК) и котовника крупноцветко-

вого (БФККр), полученные сотрудниками Центра 

химии и фармацевтической технологии ФГБНУ  

ВИЛАР. Препаратом сравнения выбран пустырника 

экстракт (ЗАО «ВИФИТЕХ»).

Скрининг дофаминергической активности объек-

тов исследования проводили с использованием специ-

фической тирозингидроксилазной (ТГ) биотест-систе-

мы in vitro. L-тирозин, 3-окси-6-метил-2-этил-пиридина 

гидрохлорид, 6,7-диметил-5,6,7,8-тетрагидроптерин – 

реактивы фирмы «Merck KGaA» (Германия). Тирозин-

гидроксилазу получали из гомогената лейкоцитов кро-

ви кроликов «Шиншилла», содержащихся в стандарт-

ных условиях вивария ФГБНУ ВИЛАР.

Прямой спектрофотометрический метод опреде-

ления скорости ТГ реакции основан на измерении 

прироста поглощения для 335 нм [4]. Для сравнитель-

ной оценки непосредственного действия образцов на  

скорость ТГ реакции использовали данные скоростей 

реакций, полученные при оптимальных концентраци-

ях изучаемых веществ (3,3 и 6,6 мкг/мл).

Фармакологические исследования выполнялись 

согласно Правилам лабораторной практики в Россий-

ской Федерации (Приказ Министерства здравоохра-

нения Российской Федерации № 199н от 01.04.2016, 

Национальный стандарт Российской Федерации ГОСТ 

33044-2014 «Принципы надлежащей лабораторной 

практики», «Руководству по проведению доклиниче-

ских исследований лекарственных средств» (2012 г.) и 

в соответствии с Федеральными законами от 12.04.2010 

г. № 61-ФЗ (ред. от 28.11.2018 г.) «Об обращении ле-

карственных средств». Исследования одобрены биоэ-

тической комиссией ФГБНУ ВИЛАР (протоколы № 

19, № 24 от 07.10.2019 г. и от 20.01.20 г.).

Определение параметров острой токсичности пров 

проводили по методу Кербера [5]. В эксперименте ис-

пользованы белые нелинейные мыши в количестве 

54 особи обоего пола, массой 20–22 г, в группах по 

6 животных (8 опытных групп и 1 контрольная). Экс-

тракты вводили животным внутрижелудочно в дозах 

200 мг/кг, 500 мг/кг, 1000 мг/кг, 1500 мг/кг и 2000 мг/кг. 

Экстракт котовника кошачьего и экстракт котовни-

ка крупноцветкового растворяли в воде очищенной. 

Контрольной группе животных вводили внутриже-

лудочно воду очищенную в эквивалентном объёме. 

Длительность наблюдения за лабораторными живот-

ными составила 14 сут. В ходе эксперимента проведе-

но наблюдение за поведением мышей, внешним ви-

дом, двигательной активностью, реакцией на внеш-

ние раздражители.

Изучение влияния курсового (3–4 сут) введения 

экстрактов котовника кошачьего и котовника круп-

ноцветкового на моделях «приподнятый крестообраз-

ный лабиринт» и «хлоралгидратный сон» [6] проводи-

ли на белых нелинейных мышах массой 18,0–22,0 г 

в количестве 48 особей.

Животные были разделены на 6 групп по 8 осо-

бей: 1-я группа – контрольные животные, 2-я и 3-я – 

животные, которые получали экстракт котовника ко-

шачьего 10 мг/кг и 100 мг/кг соответственно, в 4-й и 

5-й группах животные получали экстракт котовника 

крупноцветкового   10 и 100 мг/кг соответственно. 

Животные, которые получали препарат сравнения в 

дозе 100 мг/кг – 6-я группа. Экстракт котовника ко-

шачьего и экстракт котовника крупноцветкового рас-

творяли в воде очищенной. Экстракт пустырника су-

спендировали в 1% крахмальной взвеси. Контроль-

ной группе животных вводили внутрижелудочно воду 

очищенную. На 3-и сут эксперимента через 30 мин 

после введения препаратов было изучено влияние 

экстракта котовника кошачьего и экстракта котовни-

ка крупноцветкового на поведение мышей в услови-

ях модели «крестообразного приподнятого лабирин-

та» с открытыми и замкнутыми коридорами. Экспе-

римент проводили по общепринятой методике: 

животных помещали в центр лабиринта и в течение 

3 мин наблюдали за их передвижениями. Анксиоли-

тический эффект подтверждался более длительным 

пребыванием животных на открытой доске лабирин-

та, по сравнению с контролем.
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На 4-е сут эксперимента через 30 мин после введе-

ния препаратов и 1% крахмального клейстера было из-

учено снотворное действие экстракта котовника ко-

шачьего и экстракта котовника крупноцветкового с ис-

пользованием хлоралгидрата в качестве снотворного 

анализатора. Хлоралгидрат в дозе 350 мг/кг вводили 

мышам после внутрижелудочного введения исследуе-

мых экстрактов. Время засыпания отмечено по боко-

вому положению животных. Время пробуждения от-

мечено по принятию животными обычной позы при 

открытых глазах и груминге. Период наблюдения про-

должительности сна – 4 ч.

Статистическую обработку результатов проводи-

ли с использованием пакета программ статистическо-

го анализа Statistica 10,0 (StatSoft, США). Для оценки 

значимости отличий между выборками с распределе-

нием, приближающимся к нормальному, использовал-

ся t-критерий Стьюдента. Критический уровень зна-

чимости p при проверке статистических гипотез при-

нимался равным 0,05. Данные представлены в виде 

М±m [7].

Работа выполнена в соответствии с планом НИР, 

шифр 0576-2019-0009 «Проведение доклинических ис-

следований отдельных фракций, субстанций и лекар-

ственных препаратов из лекарственного растительно-

го сырья».

результаты и обсуждение

Для скрининга БАВ из лекарственного раститель-

ного сырья целесообразно применение специфических 

ферментных биотест-систем в условиях опытов in vitro. 

Тирозингидроксилазный тест in vitro [7] позволяет 

специфически выявлять вещества, обладающие непо-

средственным сродством к дофаминэнергической ней-

ромедиаторной системе. Это обусловлено тем, что в 

тирозингидроксилазе и дофаминовых рецепторах име-

ются одинаковые места «узнавания», обеспечивающие 

избирательное связывание со специфическими лиган-

дами. Поэтому тирозингидроксилаза может использо-

ваться в качестве модели «узнающих» сайтов дофами-

новых рецепторов для выявления БАВ с указанной ак-

тивностью. Использованная в данной работе 

ферментная биотест-система входит в состав Уникаль-

ной научной установки ФГБНУ ВИЛАР «Биологиче-

ские коллекции специфических ферментных биотест-

систем in vitro (БК-СФБТС)».

Результаты определения прямого влияния образ-

цов на скорость ТГ и реакций in vitro представлены в 

таблице 1. Для удобства оценки влияния веществ на 

активность ферментов в условиях опытов in vitro ре-

зультаты представлены в процентах от контроля.

Из результатов, представленных в табл 1, следует, 

что образец бутанольной фракции котовника коша-

чьего не оказывал значимого действия на активность 

тирозингидроксилазы, что может быть связано с вы-

соким содержанием спирта в образце. Остальные об-

разцы в концентрациях 3,3 и 6,6 мкг/мл оказывали не-

посредственное статистически значимое угнетающее 

действие на активность ТГ реакции, сравнимое с дей-

ствием экстракта пустырника. Так как ТГ является ча-

стью дофаминовой нейромедиаторной системы, срод-

ство БАВ, содержащихся в исследуемых экстрактах ко-

товников и пустырника к этому ферменту, указывает 

на существенную роль дофаминовой нейромедиатор-

ной системы в молекулярном механизме действия этих 

соединений. Сильнее всего ингибировали скорость ТГ 

реакции экстракт пустырника в обеих концентрациях 

и котовника кошачьего экстракт сухой в концентра-

ции 6,6 мкг/мл, что свидетельствует об их дофаминер-

гических свойствах.

При изучении острой токсичности экстракты ко-

товника кошачьего и котовника крупноцветкового ги-

бели животных во всех группах не вызвали, изменение 

внешнего вида и поведенческих реакций мышей не на-

блюдалось. Так как гибели животных в течение всего 

Таблица 1

Влияние объектов исследования в сравнении с дофамином на 

скорость тирозингидроксилазной реакции in vitro

Объект исследования / 

концентрации

Тирозингидроксилазная СФБТС

мкмоль/мин на мг белка %

Контроль - 11,9±0,49 100

СЭКК 3,3 мкг/мл 9,5±0,50* 80

6,6 мкг/мл 7,7±0,40* 65

БФКК 3,3 мкг/мл 12,3±0,55 103

6,6 мкг/мл 12,2±0,65 103

СЭККр 3,3 мкг/мл 8,3±0,47* 70

6,6 мкг/мл 9,5±0,45* 80

БФККр 3,3 мкг/мл 9,5±0,43* 80

6,6 мкг/мл 9,4±0,45* 79

Пустырник 3,3 мкг/мл 7,1±0,34* 60

6,6 мкг/мл 7,0±0,33* 59

Примечание. * – статистическая значимость отличий от контроля 

при p≤0,05. СЭКК и СЭККр – сухие экстракты котовника кошачье-

го и котовника крупноцветкового  соответственно. БФКК и БФККр 

– бутанольные фракции котовника кошачьего и котовника круп-

ноцветкового. ТГ СФБТС – тирозингидроксилазная специфиче-

ская ферментная биотест-система
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периода наблюдения отмечено не было, не удалось 

установить ЛД
50

 исследуемых экстрактов. Таким обра-

зом, по результатам изучения острой токсичности  очи-

щенный экстракт котовника кошачьего и сухой очи-

щенный экстракт котовника крупноцветкового отно-

сятся к малотоксичным веществам, в соответствии с 

классификацией токсичности химических веществ по 

ГОСТу 12.1.007-76 [8].

Для данных образцов мы изучали влияние курсо-

вого (3-4) введения экстракта котовника кошачьего и 

котовника крупноцветкового на моделях «приподня-

тый крестообразный лабиринт» и «хлоралгидратный 

сон» у мышей.

Результаты экспериментов на моделях «приподня-

тый крестообразный лабиринт» и «хлоралгидратный 

сон» представлены в таблицах 2 и 3.

По результатам проведенного эксперимента уста-

новлено, что изучаемые экстракты котовника коша-

чьего (10 мг/кг и 100 мг/кг) и котовника крупноцвет-

кового (10 мг/кг и 100 мг/кг) удлиняют время пребы-

вания животных на открытой доске по сравнению с 

контролем в 1,62 и 2 раза и в 1,8 раза соответственно, 

проявляя, таким образом, статистически значимо вы-

раженный противотревожный эффект  (табл. 2). 

Препарат сравнения экстракт пустырника (100 мг/кг) 

удлиняет время пребывания животных на открытой 

доске в 2,3 раза (табл. 2) .

Результаты экспериментов по оценке влияния ис-

следуемых растительных препаратов на параметры сна 

показали (табл. 3), что изучаемые экстракты котовника 

кошачьего и котовника крупноцветкового в исследуе-

мых дозах вызывают выраженное сокращение латент-

ного периода сна, облегчают засыпание (в 2,3 и 2,15 и 

2,26 и 2,7 раза соответственно) и существенно увеличи-

вают продолжительность сна (на 27 %, 17% и 26,7%, 

24,3% соответственно) по сравнению с контролем. 

Таким образом, оба вида исследуемых экстрактов 

обнаруживают, аналогично пустырнику, статистиче-

ски значимо выраженное седативное и противотре-

вожное действие.

 Итак, в результате первичного биологического 

скрининга с применением тирозингидроксилазной 

специфической ферментной биотест-системы в усло-

виях опытов in vitro было установлено, что наибольшей 

нейромедиаторной активностью обладали сухие очи-

щенные экстракты котовника кошачьего и котовника 

крупноцветкового по сравнению с бутанольными 

фракциями указанного растительного сырья. При 

дальнейшем изучении данных экстрактов с помощью 

фармакологических методов на животных было дока-

зано их седативное и противотревожное действие. Су-

хие очищенные экстракты котовника кошачьего и ко-

товника крупноцветкового малотоксичны и перспек-

тивны для дальнейшего изучения и создания на их 

основе современных растительных лекарственных пре-

паратов, снижающих нервно-эмоциональное напря-

жение. 

Таблица 2

изучение влияния котовника крупноцветкового и котовника ко-

шачьего на поведение мышей на модели «крестообразный при-

поднятый лабиринт»

Вариант опыта

n = 8

Время на открытой доске,  

секунды

Контроль 17,5±2,36

СЭККр 10 мг/кг 31,6±1,29*

СЭККр 100 мг/кг 31,3±2,18*

СЭКК 10 мг/кг 28,4±4,02

СЭКК 100 мг/кг 36,5±3,98*

Пустырник 100 мг/кг 40,0±1,30*

Примечание. * - отличия от контроля значимы, p≤0,05.

Таблица 3

Влияние котовника крупноцветкового и котовника кошачьего на параметры сна, вызванного хлоралгидратом

Вариант опыта, n=8 Время латентного периода (мин) Время сна (мин)

Контроль 5,4±2,5 112,7±28,19

СЭКК 10 мг/кг 2,3±0,05* 143,0±2,07*

СЭКК 100 мг/кг 2,5±0,03* 132,0±16,20*

СЭККр 10 мг/кг 2,4±0,08* 142,8±1,06*

СЭККр 100 мг/кг 1,9±0,04* 140,1±3,79*

Пустырник 100 мг/кг 2,1±0,07* 145,0±12,51*

Примечание. * – отличия от контроля статистически значимы при p≤0,05.
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Выводы

В результате проведенных скрининговых исследо-

ваний в условиях опытов in vitro на основе тирозинги-

дроксилазы была выявлена дофаминергическая актив-

ность у котовника крупноцветкового экстракта сухого 

и котовника кошачьего экстракта сухого. Эффект дан-

ных образцов был сопоставим с препаратом сравнения.

В результате проведенных фармакологических ис-

следований в условиях опытов in vivo на лабораторных 

животных установлено, что экстракты котовника ко-

шачьего и котовника крупноцветкового оказывают ста-

тистически значимо выраженное седативное и проти-

вотревожное действие

Экстракты котовника кошачьего и котовника 

крупноцветкового по результатам проведенных иссле-

дований перспективны для создания новых эффектив-

ных лекарственных растительных препаратов.
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Микробиота кишечника и полости рта у больных артериальной 
гипертензией с метаболическим синдромом

ФГБОУ ВО «Тверской ГМУ» Минздрава России, 

170000, Тверская область, Тверь, Россия, ул� Советская, д� 4

Последние годы привлекает внимание роль кишечной микробиоты в патогенезе сердечно-сосудистых заболе-

ваний (ССЗ) и метаболического синдрома (МС)� Имеются данные, что метаболиты бактерий кишечника вносят 

вклад в развитие атеросклероза, АГ, сердечной недостаточности, ожирения и сахарного диабета, способствуют 

формированию нарушений в системе иммунитета� Изменения кишечного макробиотического пейзажа повышает про-

ницаемость кишечной стенки, способствует развитию эндотоксемии, что играет определенную роль в развитии хрониче-

ского воспаления в организме, способствуя развитию ожирения и других коморбидных проявлений МС. 

Цель – изучение особенностей микробиоты кишечника и полости рта у больных артериальной гипертензией 

(АГ) на фоне МС� 

Методика. Исследование микробиома фекалий и ротовой жидкости пациентов с АГ и МС проводили с помощью класси-

ческого бактериологического анализа� Идентификация микроорганизмов осуществлялась по морфологическим, тинкто-

риальным, культуральным и биохимическим свойствам� 

результаты. При исследовании фекалий у больных АГ с МС, в сравнении с группой больных АГ, увеличивается частота 

встречаемости E� coli, Klebsiella spp, выделяются Bacillus spp� Streptococcus spp�, Proteus spp�, Neisseria spp�, S� Aureus, умень-

шается частота встречаемости Lactobacillus spp�, Bacteroides spp� при отсутствии Bifidobacterium spp� В ротовой жидкости у 

больных АГ с МС обнаруживаются Clostridium spp�, Lactobacillus spp�, Klebsiella spp� и в небольшом количестве присутствуют 

Neisseria spp�, Fusobacterium spp� 

заключение. В толстом кишечнике у больных АГ с МС отмечается выраженный дисбактериоз с преобладанием условно-

патогенных клебсиелл, энтеробактерий, протея, золотистого стафилококка� Микробиом кишечника больных АГ без МС 

представлен нормальной микрофлорой� В полости рта у больных АГ с МС также преобладают условно-патогенные кло-

стридии, клебсиеллы� Микробиота больных с АГ без МС более многообразна с преобладанием нормофлоры� 
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gut and oral microbiota in patients with arterial hypertension and metabolic syndrome
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In recent years, the role of intestinal microbiota in the pathogenesis of cardiovascular diseases (CVD) and metabolic syndrome 

(MS) has attracted attention� There is evidence that intestinal bacterial metabolites contribute to development of atherosclero-

sis, hypertension, heart failure, obesity, diabetes, and immune disorders� Changes in the intestinal macrobiotic landscape lead to 

increased intestinal permeability and endotoxemia, which play a role in chronic inflammation and facilitate development of obe-
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sity and other MS comorbidities� aim� To study features of intestinal and oral microbiota in patients with arterial hypertension 

(AH) associated with MS�  Methods� Study materials were feces and oral fluid of patients with AH and MS where the microbiome 

was studied with a classical bacteriological analysis� Microorganisms were identified by their morphological, tinctorial, cultural, 

and biochemical properties�  results. In feces of hypertensive patients with MS as distinct from patients with hypertension, inci-

dences of E� coli and Klebsiella spp� were increased; Bacillus spp�, Streptococcus spp�, Proteus spp�, Neisseria spp�, and S� aureus were 

found; incidences of Lactobacillus spp�, and Bacteroides spp� were decreased; and Bifidobacterium spp were absent� In the oral fluid 

of patients with AH and MS, Clostridium spp�, Lactobacillus spp�, Klebsiella spp� and small amounts of Neisseria spp� and Fusobacte-

rium spp� were found� conclusion. Pronounced dysbacteriosis with predominating opportunistic Klebsiella, enterobacteria, Pro-

teus, and Staphylococcus aureus was observed in the large intestine of hypertensive patients with MS� The intestinal microbiome 

of patients with AH (without MS) was represented by normal microflora� Conditionally pathogenic Clostridium and Klebsiella also 

predominated in the oral cavity of patients with hypertension and MS� The microbiota of patients with AH without MS was more 

diverse with predominating normal flora�
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Введение

Проблема артериальной гипертензии (АГ) занима-

ет одно из ведущих мест в клинической медицине, так 

как АГ существенно повышает риск развития сердеч-

но-сосудистых осложнений, таких как инфаркт мио-

карда, мозговой инсульт, случаи внезапной смерти. 

В России число больных с АГ составляет около 40% 

взрослого населения, а метаболический синдром (МС) 

встречается у 24% общей популяции [1, 2]. При АГ в 

сочетании с МС часто выявляются различные систем-

ные нарушения [3]. 

Последние годы привлекает внимание роль ки-

шечной микробиоты в патогенезе сердечно-сосу-

дистых заболеваний (ССЗ) и МС [4–6]. Имеются 

данные, подтверждающие, что метаболиты бакте-

рий кишечника вносят вклад в развитие атероскле-

роза, АГ, сердечной недостаточности, ожирения и 

сахарного диабета, а также нарушений в системе 

иммунитета [7, 8]. Изменения кишечного микробио-

тического «пейзажа» приводит к повышенной кишеч-

ной проницаемости, эндотоксемии, что играет опре-

деленную роль в развитии хронического воспаления в 

организме, способствуя развитию ожирения и других 

коморбидных проявлений МС [9]. Механизмы, лежа-

щие в основе этой проблемы, активно изучаются для 

оптимизации профилактики и лечения данной катего-

рии больных. Считается, что состояние кишечной ми-

крофлоры отражает состояние здоровья всего организ-

ма, особенно иммунной системы. Однако, в ряде случа-

ев, дисбактериоз кишечника протекает бессимптомно, 

поэтому решающее значение в диагностике могут иметь 

микробиологические показатели. Цель исследования 

– изучение особенностей микробиоты кишечника 

и полости рта у больных с артериальной гипертен-

зией и  метаболическим синдромом.
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Методика

Обследовано 44 пациента в возрасте от 50 до 75 лет, 

из них 13 (30%) человек – больные АГ, 31 (70%) чело-

век – больные АГ с МС. В исследуемой группе  жен-

щин – 29 человек, мужчин – 15 человек. У 18 пациен-

тов (41%) имелись поражения «органов-мишеней», 

а у 26 пациентов (59%) имелись ассоциированные кли-

нические состояния такие как стенокардия напряже-

ния и хроническая сердечная недостаточность, постин-

фарктный кардиосклероз, цереброваскулярные забо-

левания (ишемический инсульт, транзиторная 

ишемическая атака). АГ в качестве единственного (изо-

лированного) диагноза исключалась из числа обследо-

ванных.  В представленной группе АГ I степени встре-

чалась у 11 (25%), II степени – у 25 (57%), III степени 

– у 8 (18%) человек. У большинства из них наблюда-

лись дислипидемия и избыточная масса тела. В дан-

ной группе обследованных преобладали высокий и 

очень высокий риск развития сердечно-сосудистых ос-

ложнений (РРССО ). 

Материал для исследования – кал и ротовая жид-

кость. Забор материала делали утром и в течение 2 ч 

доставляли в бактериологическую лабораторию. 

Факультативно анаэробные и аэробные микроор-

ганизмы изучали с помощью классического бактери-

ологического метода исследования. Были использова-

ны следующие среды: Эндо для энтеробактерий, ман-

нит-солевой агар (М118) для стафилококков, агар 

Бэрда-Паркера для выявления лецитиназной актив-

ности, М 304 – стрептококковый агар и Колумбиа кро-

вяной агар для стрептококков и энтерококков, МРС – 

лактоагар для лактобактерий, Сабуро декстроза агар 

для дрожжевых грибов рода Candida, а также хромо-

генные среды (HiMedia). Для культивирования анаэ-

робов использовали среды бифидоагар и кровяной 

Шедлер агар. Анаэробные условия создавались в ана-

эростатах при помощи газогенераторных пакетов BBL. 

Культивирование проводили при температуре 37 °С в 

течение 24-48 ч. Количество колоний выражали в lg 

КОЕ/г или lg КОЕ/мл. 

Идентификация микроорганизмов осуществлялась 

по морфологическим, тинкториальным, культураль-

ным и биохимическим свойствам с применением API 

систем «Bio Mérieux Vitek, Inc.». Идентификацию эн-

теробактерий осуществляли с помощью идентифика-

ционных систем EnterotubeII и Oxi/FermTube (BBL). 

Определение вида анаэробов проводили на API систе-

мах французской фирмы bioMérieux (API 20 A), стреп-

тококков – (API 20 Strept), стафилококков – (API 20 

Staph), дрожжевых грибов – API AUX. В работе был 

использован программно-аппаратный комплекс Диа-

морф Цито (ДиаМорф, Россия).

результаты и обсуждение

Состав микробиоты кишечника и полости рта пред-

ставлен на рис. 1 и 2. При бактериологическом исследо-

вании фекалий у пациентов  АГ с МС (рис. 1) в 77% слу-

чаев обнаруживались Е.faecalis (6,3 lg КОЕ/г), в 71% – 

E.coli (7,4 lg КОЕ/г), в 58% – Klebsiella spp. (7,8 lg КОЕ/г), 

в 55% – Bacillus spp. (6,2 lg КОЕ/г), в 48 % – 

Peptostreptococcus spp (8,1 lg КОЕ/г), в 45% -- Staphylococcus 

spp.(5,4 lg КОЕ/г), в 35,4% – Streptococcus spp.(6,3 lg 

КОЕ/г), в 35% – Proteus spp. (6,5 lg КОЕ/г), в 32,2% – 

Clostridium spp. (6,8  lg КОЕ/г), в 29% – Bacteroides spp.(7,9), 

в 22,5% – Lactobacillus spp. (5,9 lg КОЕ/г), в 10% – Neisseria 

spp.(8,0 lg КОЕ/г), в 6,5% – S. aureus (5,45 lg КОЕ/г), в 

3,2% случаев –Peptococcus spp. (8,5 lg КОЕ/г). 

При анализе результатов бактериологическо-

го исследования фекалий (рис. 1) у больных АГ без 

МС обнаруживались: в 85% – Enterococcus spp. (6,3 lg 

КОЕ/г.), в 46% – Lactobacillus spp. (6,0 lg КОЕ/г.), в 46% 

–Bacteroides spp. и Peptostreptococcus spp (6.65 lg КОЕ/г.и 

7,8 lg КОЕ/г соответственно), в 38% – Staphylococcus 

spp., Enterobacteriaceae и Clostridium spp. (5,78 lg КОЕ/г, 

6,5 lg КОЕ/г и 6,4 lg КОЕ/г) соответственно, в 15% – 

E.coli (7,85 lg КОЕ/г) и C. albicans (5,45 lg КОЕ/г) со-

ответственно, в 8% – Klebsiella spp. (7,3 lg КОЕ/г), в 

7,7% – Micrococcus spp., Peptococcus spp., Bifidobacterium 

spp., Actinomyces spp. (6,6 lg КОЕ/г; 8,6 lg КОЕ/г;7 lg 

КОЕ/г;8,7 lg КОЕ/г) соответственно.

При исследовании ротовой жидкости у больных АГ 

с МС выделялись (рис. 2): у 55% –Streptococcus spp. (7 lg 

КОЕ/г), у 45% – Enterococcus spp. (7,6 lg КОЕ/г), у 42% 

– Klebsiella spp. (9,1 lg КОЕ/г), 42% – Peptostreptococcus 

spp. (9,1 lg КОЕ/г), 23% – Bacillus spp., Clostridium spp. 

(6,4 lg КОЕ/г; 9,2 lg КОЕ/г) соответственно, 19,3 – 

Bacteroides spp. (9,6 lg КОЕ/г), 16% –Peptococcus spp. 

(8,8 lg КОЕ/г), 13% – Lactobacillus spp., Staphylococcus 

spp. (6,25 lg КОЕ/г; 7,25 lg КОЕ/г) соответственно, 7% 

– Neisseria spp. (7,8 lg КОЕ/г), 3,2% – Fusobacterium spp. 

(8,3 lg КОЕ/г).

При исследовании ротовой жидкости у больных 

АГ без МС выделялись (рис. 2): у 81,8% – Streptococcus 

spp. (5,5 lg КОЕ/г), 72% – Peptostreptococcus spp. (6,4 lg 

КОЕ/г), 64% – Bacillus spp. (5,8 lg КОЕ/г), 55% –

Enterococcus spp. (5,5 lg КОЕ/г), 27,7% – Peptococcus spp. 

(7 lg КОЕ/г), у 18% – Staphylococcus spp., Bacteroides spp. 

(4,35 lg КОЕ/г; 4,45 lg КОЕ/г) соответственно, 9% – 

Clostridium spp., Veillonella spp., C.tropicans, Neisseria spp. 

(4 lg КОЕ/г; 4,7 lg КОЕ/г); 4,4 lg КОЕ/г ; 8,3 lg КОЕ/г) 

соответственно.
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Таким образом, у больных АГ с МС в сравнении с 

группой больных АГ без МС возрастает частота встре-

чаемости Klebsiella spp. – 7,3 раза, E.coli – в 4,7 раза, 

кроме того и у данной группы пациентов выявлялись 

Bacillus spp. Streptococcus spp., Proteus spp., Neisseria spp., 

S. aureus. 

У больных АГ без МС отмечено увеличение ча-

стоты встречаемости Peptococcus spp. (в 2,4 раза), 

Lactobacillus spp. (2 раза), Bacteroides spp. (в 1,6 раза) 

– у них выделялись микроорганизмы, которые не 

определялись у больных АГ с МС: Enterobacteriaceae, 

C. albicans, Bifidobacterium spp., Actinomyces spp., Micro-

coccus spp.

В ротовой жидкости у больных АГ с МС встреча-

ются Clostridium spp. в 2,5 раза чаще, и обнаруживались 

Klebsiella spp. (в 42%), Lactobacillus spp. (в 13%), выде-

лялись в небольшом количестве Neisseria spp. и Fuso-

bacterium spp.
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рис.1. Частота встречаемости и спектр микроорганизмов кишечной микробиоты больных с артериальной гипертензией без метаболического 

синдрома и артериальной гипертензей с метаболическим синдромом�
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Краткие сообщения

В ротовой жидкости у больных АГ без МС в срав-

нении с больными АГ и МС наблюдается увеличение 

частоты встречаемости Bacillus spp. (в 2,8 раза), 

Peptostreptococcus spp., Peptococcus spp. (в 1,7 раза), 

Streptococcus spp.  (в 1,5 раза), Staphylococcus spp. 

(в 1,4 раза), Neisseria spp. (в 1,3 раза) Enterococcus spp. 

(в 1,2 раза). В небольшом количестве выделялись – 

Veillonella spp. и C.tropicans.

заключение

В толстом кишечнике у больных АГ с МС отмеча-

ется выраженный дисбактериоз с преобладанием услов-

но-патогенных клебсиелл, энтеробактерий, протея, зо-

лотистого стафилококка. Микробиом кишечника боль-

ных АГ без МС представлен бактериями нормальной 

микрофлоры. В полости рта у больных с АГ и МС так-

же преобладали условно-патогенные клостридии, клеб-

сиеллы. Микробиота больных с АГ без МС более мно-

гообразна с преобладанием нормофлоры. 
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Влияние кальциевой сигнализации на развитие расстройств 
аутистического спектра

1АО «Научный центр персонализированной медицины», 

105082, Москва, Россия, Большая Почтовая ул�, д� 20, стр� 3; 
2 ФГБОУ ВО «Российский национальный исследовательский медицинский университет им� Н�И� Пирогова», 

117997, Москва, Россия, ул� Островитянова, д� 1;
3ФГБУ «Национальный медицинский исследовательский центр реабилитации и курортологии» Минздрава России, 

121099, Москва, Россия, ул� Новый Арбат, д� 32

Расстройства аутистического спектра (РАС) являются сложной группой нейропсихиатрических заболеваний с точки зрения 

этиопатогенеза� В основе нейрональных нарушений, приводящих к аутистической симптоматике, лежат дисфункции сиг-

нальных путей� Согласно последним исследованиям одним из наиболее значимых сигнальных путей в развитии данной 

группы заболеваний является кальциевый сигнальный путь� Кальциевая сигнализация тесно связана с такими сигналь-

ными путями, как MAPK–, Wnt–, PI3K/AKT/mTOR–, нарушение в работе которых приводит к нарушениям серотонинерги-

ческой, дофаминергической, опиоидной, холинергической, глутаматергической, ГАМКергической передачи и влечет за 

собой эксайтотоксичность за счёт гиперактивации NMDA- и AMPA-рецепторов, повреждение и гибель нейронов� Все эти 

процессы в нейрональных клетках напрямую связаны с формированием долговременного потенцирования и депрессии, 

а нарушения в этих клетках приводят к дисфункции базисных психических процессов� С клинической точки зрения каль-

циевый сигнальный путь может стать одной из основных мишеней для фармакологической коррекции симптоматических 

проявлений РАС� Очевидно, что дальнейшие исследования на животных моделях и электрофизиологические клинические 

исследования необходимы для понимания патогенетических особенностей развития РАС, а также какое именно место 

занимает сигнальный путь Ca 2+ в данных состояниях� Дальнейшие исследования необходимы, для прояснения потенци-

альной роли сигнализации Ca 2+в изменениях социального или стериотипического поведении пациентов, что является 

основной обенностью РАС�
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Обзоры

 Autism spectrum disorders (ASDs) are a group of neuropsychiatric diseases with a complex etiopathogenesis� Neuronal disorders 

leading to autistic symptoms are determined by dysfunction of signaling pathways� Recent studies have demonstrated that the 

calcium signaling pathway is one of the major significant pathways for this group of disorders� Calcium signaling is closely linked 

to MAPK–, Wnt–, and PI3K/AKT/mTOR -pathways, which abnormalities lead to dysfunction of serotonergic, dopaminergic, opioi-

dergic, cholinergic, glutamatergic, and GABAergic transmission and result in excitotoxicity due to hyperactivation of NMDA and 

AMPA receptors and neuronal damage and death� These processes in neuronal cells are associated with formation of long-term 

potentiation and depression, and disturbances in these cells lead to failure of basic mental processes� From a clinical point of view, 

the calcium signaling pathway can become one of major targets for the pharmacological treatment of symptomatic ASD� Obvi-

ously, further animal studies and electrophysiological human studies are required for understanding pathogenetic mechanisms 

of ASD and the contribution of Ca 2+ signaling� Future research will clarify a potential role of Ca 2+ signaling in social or stereo-

typic behavior, which constitutes a main feature of ADS�
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Введение

За последние два десятилетия существенно изме-

нился подход к изучению патогенетических механиз-

мов, лежащих в основе нейропсихиатрических рас-

стройств развития. В том числе и подход к изучению 

расстройств аутистического спектра (РАС) перешёл с 

клеточного уровня на уровень молекулярный, охваты-

вая не только клинические аспекты и крупные хромо-

сомные нарушения, но и аспекты взаимодействия сиг-

нальных путей в нейронах. Возможность многомерных 

сетевых исследований позволила не только объединить 

данные ранее проведенных исследований, но и выя-

вить наиболее значимые в формировании этиопатоге-

неза РАС сигнальные пути. Ключевая роль кальция в 

патогенезе РАС предполагалась давно [1], однако сей-

час стало возможным выделить и сопоставить на ос-

нове интеграции данных баз SFARI Gene (проект 

Simons Simplex Collection, содержащий данные о ге-

нах, задействованных в патогенезе РАС), GO (The Gene 

Ontology Consortium) и KEGG (KEGG: Kyoto 

Encyclopedia of Genesand Genomes) насколько это роль 

значима. С появлением методов проведения анализа 

больших массивов информации стало возможным про-

анализировать одновременно десятки сигнальных пу-

тей, как предположительно, так и достоверно связан-

ных с аутистической симптоматикой. На основании 

результатов одного из последних крупномасштабных 

исследований [2] с уверенностью можно говорить 

о том, что именно кальциевый сигнальный путь осо-

бенно значим в формировании РАС.

Современные исследования кальциевого сигналь-

ного пути при РАС затрагивают оценку сетей белко-

вых взаимодействий, генных сетей коэкспрессии и 

определение конкретных поражённых сигнальных пу-

тей на основе генетических баз данных РАС [3]. Ана-

лиз возможных взаимодействий ключевых молекуляр-

ных элементов обладает на сегодняшний день широ-

ким охватом задействованных механизмов. Таким 

образом, могут быть проанализированы взаимодей-

ствия сигнальных путей друг с другом (pathway-pathway 

interaction), сигнальных путей и генов (pathway-gene 

interaction) и т.д. Что особенно важно, пул накоплен-

ных знаний позволяет проводить сетевой анализ ис-

ключительно тех сигнальных путей, которые являют-

ся «универсальными» для аутистических расстройств 

[4], исключая «общие» сигнальные пути.
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На данный момент значимость кальциевой сигна-

лизации в этиопатогенезе РАС определяют 4 основных 

фактора [2]: 1) это наиболее крупный и насыщенный 

сигнальный путь, 2) сигнальный путь с наибольшим ко-

личеством взаимодействий с другими сигнальными пу-

тями, 3) тот факт, что ионы кальция играют важную 

роль в большинстве сигнальных путей и сетей взаимо-

действия сигнальных путей (так называемых «суперпу-

тей»), 4) и то, что гены, связанные с РАС, наиболее ча-

сто встречаются в кальциевом сигнальном пути. 

Роль Ca2+ и кальциевых рецепторов

Расстройства аутистического спектра – это груп-

па нейропсихиатрических расстройств, с распростра-

нённостю 1 на 68 человек [5]. Соотношение мужчин и 

женщин среди лиц с аутистическими проявлениями 

оценивается как 4 к 1 [6]. По другим данным РАС стра-

дает около 1% общей популяции [7], то есть это груп-

па пациентов с достаточно часто встречаемой нейроп-

сихиатрической патологией развития. Согласно совре-

менной концепции, аутизм представляет собой 

широкий спектр полиэтиологических заболеваний, ха-

рактеризующихся нарушениями в социальном взаи-

модействии и стереотипическом поведении [8].

Предполагается, что нарушения гомеостаза каль-

ция являются базисом для запуска патогенетических 

механизмов развития нейродегенеративных и ней-

ропсихиатрических расстройств, к которым также от-

носится и РАС. Помимо этого, Ca2+ играет значитель-

ную роль в работе большинства систем человеческого 

организма: сердечно-сосудистой, мышечной, пищева-

рительной, патологии которых также часто обнаружи-

ваются при аутистических расстройствах. Согласно та-

ким представлениям, изменение равновесной концен-

трации Ca2+ становится причиной развития множества 

патологических состояний [9], что подтверждает  «ген-

но-средовую» модель формирования заболевания [10].

Роль Ca2+ в возбуждении клеток организма огром-

на. Ca2+ влияет на возбудимость мембран: снижение 

внеклеточной концентрации Ca2+ увеличивает возбуди-

мость, напротив, её повышение влечёт за собой сниже-

ние возбудимости [11]. В клетках нейротипичного ор-

ганизма Ca2+ – один из самых универсальных и древних 

представителей систем биологической сигнализации, 

регулирующих  множество физиологических явлений, 

начиная с мембранного потенциала до ионов-перенос-

чиков, активности киназ и транскрипции [9] (в том чис-

ле эпигенетической регуляции транскрипции [12]), а 

также многих других молекулярных процессов, необхо-

димых для нормального функционирования клетки [9]. 

Ca2+ в нейронах необходим не только для элементарных 

форм нейронных взаимодействий, но и для более слож-

ных функций, таких как, например, пластичность ней-

ронов, связанная с памятью [13]. В некоторых мышеч-

ных волокнах и нейронах кальциевые токи достигают 

такой величины, что либо вносят значительный вклад, 

либо полностью формируют фазу роста потенциала дей-

ствия. Процесс этот носит регенеративный характер 

благодаря возрастанию проводимости Ca2+ при деполя-

ризации. 

Сигнальный путь кальция берёт начало в момент 

проникновения внеклеточного кальция через ионные 

каналы плазматической мембраны или из-за высво-

бождения кальция из внутриклеточного депо в эндо-

плазматическом ретикулуме, действуя опосредовано, 

в основном, с помощью рецепторов инозитол-трифос-

фата (IP
3
). Таким образом, для нарушения кальциевой 

сигнализации и формирования РАС обнаруживаются 

2 значимые мишени — собственно кальциевые рецеп-

торы и рецепторы IP
3
. 

Влияние нарушений кальциевой сигнализации на 

развитие РАС уже на этом этапе показано в рамках ис-

следований фибробластов человека на животной мо-

дели синдрома хрупкой Х-хромосомы и Туберозного 

склероза 1-го и 2-го типов. Было обнаружено, что сни-

жение высвобождения Ca2+ происходит через лиган-

дуправляемые инозитол-трифосфатные рецепторы 

(IP
3
R). При разнообразных моногенных формах РАС 

было зафиксировано выпадение указанного «звена» 

в кальциевой сигнализации, опосредованной рецеп-

торами, связанными с G-белком и фотовысвобожде-

нием IP
3
 на всех молекулярных уровнях воздействия 

Ca2+, все события базируются на нарушениях активно-

сти каналов IP
3
R [14].

Нужно отметить, что IP
3
R-опосредованное функ-

ционирование кальциевого сигнального пути играет 

ключевую роль в формировании нейрональной возбу-

димости, синаптической пластичности, экспрессии ге-

нов и влияет на общие процессы нейроразвития [15]. 

Аналогичные исследования были проведены и на клет-

ках пациентов с идиопатической формой РАС. В от-

вет на активацию пуринергических рецепторов было 

продемонстрировано значительное снижение высво-

бождения Ca2+, опосредованное IP
3
. Таким образом, 

Ca2+ – сигнальный путь играет роль  и в формирова-

нии  форм РАС,  этиология которых до сих пор не яс-

на [16]. 

Вместе с тем наиболее значимыми участниками 

кальциевой сигнализации являются потенциал-зави-

симые кальциевые каналы,  наибольшее количество 

которых располагается в мембранах нервов и мышеч-

ных волокон. Ca2+, входящий в клетку через эти кана-
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лы во время потенциала действия, оказывает влияние 

на самые разные процессы. К примеру, кратковремен-

ное увеличение уровня Ca2+ в ходе потенциала дей-

ствия вызывает как выброс медиаторов в нервном 

окончании, так и сокращение мышечного волокна [11]. 

Нарушения в указанной группе рецепторов (так на-

зываемые кальциопатии) представляют собой разно-

родную группу каналопатий [17], включающих в себя 

множественные кальциевые каналы. Внутриклеточ-

ное депо кальция и митохондриальное функциониро-

вание участвуют в клеточном энергетическом метабо-

лизме, что в свою очередь регулирует процессы разви-

тия нервной ткани, нарушения в которых и приводят 

к формированию РАС. По этой причине РАС стали 

объектом изучения для большинства исследователей 

молекулярных основ каналопатий в нейропсихиатрии. 

Поток ионов через мембрану регулирует различные 

функции клеток: от генерации потенциалов действия 

до экспрессии генов и изменения внутриклеточных 

структур — поэтому неудивительно, что каналопатии 

оказывают глубокое влияние на функционирование 

головного мозга. Скорость передачи ионных потоков 

в ионных каналах происходит быстрее, чем в опосре-

дованных переносчиками системах или помпах [18]. 

Изучение данного рода патологий позволяет не только 

оценить молекулярные (генетические и нейрохимиче-

ские) нарушения в работе центральной нервной систе-

мы у людей, страдающих РАС, но и расширить пред-

ставления о значимости кальциевой сигнализации в 

функционировании и развитии нейрона. 

Если говорить о головном мозге, основной «зоной 

влияния» кальция являются пресинаптические и пост-

синаптические окончания. В пресинаптических окон-

чаниях выработка потенциалов действия закономерно 

приводит к увеличению пресинаптических кальциевых 

токов через активацию высокопороговых кальциевых 

каналов N и P/Q-типов, нарушение в которых наблю-

даются при аутизме продемонстрированом на живот-

ных моделях [19] — Ca (V) 2.1 и Ca (V) 2.2. Такой при-

ток кальция приводит, в свою очередь, к высвобожде-

нию нейротрансмиттеров. В синдромальных формах 

РАС встречаются нарушения в функционировании и 

высокопороговых кальциевых каналов L-типа [20], что 

приводит к дезонтогенетическим нарушениям, харак-

терным для этих форм (показано на животной моде-

ли). Следует особо отметить  факт  установления роли 

кальция в постсинаптическом нейрональном звене у 

людей с РАС, при наличии у последних соответству-

ющих генетических изменений [19]. 

Кроме того, кальциопатии напрямую связаны с 

другими сигнальными путями и могут привести к их 

нарушению. Основой большинства кальциопатий яв-

ляются аберрации в генах, кодирующих субъединицы 

потенциал-зависимых кальциевых каналов. Исследо-

вания показали значимость при РАС однонуклеотид-

ных мутаций в генах в CACNA1I и локусе CACNA1C 

[21]. Крупномасштабные исследования полного гено-

ма также показали значимость таких субъединиц каль-

циевых рецепторов, как CACNA1C и, дополнительно, 

CACNB2 [22]. Было дополнительно определено, что 

высокой степенью риска являются мутации de novo в 

субъединицах рецепторов CACNA1D и CACNA1E [23]. 

Вместе с тем был обнаружен другой значимый для РАС 

тип кальциевых каналов — TRP или канал транзитор-

ного рецепторного потенциала, кодируемый геном 

TRPM1, который, в свою очередь, участвует в глута-

матном сигнальном пути [24].

Такая значимость генов, кодирующих кальциевые 

каналы, в формировании РАС связана также с неиз-

бежным взаимодействием сигнальных путей. Одним 

из основных «патогенных» взаимодействий сигналь-

ных путей является связь кальциевой сигнализации и 

MAPK-сигнального пути (т.е. сигнального пути ми-

тоген-активируемой протеинкиназы), являющего-

ся одним из наиболее изученных сигнальных путей 

[25]. Данный сигнальный путь ответственен за такие 

клеточные механизмы, как пролиферация, воспале-

ние, дифференциация, апоптотические и анти-апоп-

тотические процессы и, в целом, за клеточный цикл. 

Также MAPK-сигнальный путь напрямую связан с 

Wnt-сигнальным путём [26], который тоже зависит от 

участия Ca2+. MAPK-сигнальный путь отвечает за ре-

гуляцию клеточного цикла и взаимодействует с mTOR-

сигнальным путём, который играет ключевую роль в 

механизмах формирования РАС [27], входя в состав 

так называемого PI3K/AKT/mTOR–сигнального пути 

(ферменты фосфоинозитид-3-киназа/серин-треонино-

вая протеинкиназа/мишень рапамицина– сигнальный 

путь). На рисунке продемонстрирована связь с други-

ми сигнальными путями [28]. Так, NOS входит поми-

мо прочих в сигнальный путь долговременной депрес-

сии (LTD), ADCY входит в сигнальные пути ГАМК-

ергической, глутаматергической, холинергической и 

других нейромедиаторных путей передачи сигнала; 

PDE1 — в сигнальный путь пуринового метаболизма; 

FAK2 — в сигнальный путь гонадотропин-высвобож-

дающего гормона; IP3K — в сигнальный путь инози-

тол-фосфатного метаболизма и в фосфатидилинозитол 

сигнальный путь, а PCK — в MAPK-сигнальный путь, 

mTOR-сигнальный путь, PI3K-сигнальный путь, Wnt-

сигнальный путь, нарушения в которых наблюдаются 

при РАС [2, 26, 29]. Помимо этого, нарушения, связан-
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ные с кальциевой сигнализацией, могут приводить к 

нарушениям таких нейротрансмиттерных систем, ко-

торые включают в себя серотонинергическую, дофами-

нергическую, опиоидную, холинергическую, ГАМК-

ергическую системы, задействованные при синдро-

мальных формах РАС. Несмотря на такое огромное 

количество взаимодействующих сигнальных путей, 

при РАС на данный момент ключевыми  всё же счи-

таются взаимодействия кальциевого сигнального пу-

ти и MAPK-сигнального пути [25].  

Общими и значимыми для развития заболевания 

для обоих сигнальных путей оказались гены группы 

CACNA — CACNA1B, CACNA1C, CACNA1D, CACNA1F, 

CACNA1G, CACNA1H, CACNA1I, PRKCB. Эти же гены 

и кодирумые ими белки рецепторов потенциал-зави-

симых каналов кальция также стали мишенью для раз-

работки новых методов лекарственной терапии [29]. 

Наиболее универсальным с позиции коммуникацион-

ных трудностей в рамках нейропсихиатрических забо-

леваний (в условиях животной модели и у  человека) 

рассматривается ген CACNA1C [30], кодирующий α1C 

субъединицу потенциал-зависимого кальциевого ка-

нала Ca (V) 1.2. Вторым из «универсальных» для ней-

ропсихиатрических заболеваний геном стал — 

CACNA1D, кодирующий Ca (V) 1.3. Одно из последних 

исследований показало, что у 60 % пациентов с мута-

циями в гене, кодирующем кальциевые каналы Ca (V) 

1.2. L-типа [30] наблюдаются фенотипические прояв-

ления в виде аутистических расстройств в случае син-

дрома Тимоти. Ca (V) 1.2-рецепторы синергически уси-

ливают сигнализацию NMDA-рецепторов, а также из-

вестно что активация глутаматергических рецепторов 

происходит за счёт долговременной потенциации, об-

условленной Ca2+ [31]. Американскими исследовате-

лями (2016) было подтверждено, что нарушение в по-

тенциал-зависимых каналах коррелируют с аутисти-

ческой симптоматикой при синдроме Тимоти [32]. 

Дополнительно на животной модели была выявлена 

возможность Ca (V) 1.2-зависимой регуляции в виде 

подавления роста стволовых клеток [33]. 

Но не только потенциал-зависимые кальциевые 

каналы, как «транспортировщики» кальция, могут сы-

грать роль в развитии аутизма. В ряде исследований 

была показана важность нарушений гена кальциевой 

АТФазы ATP2B2, кодирующего помпу переносчика 

кальция через мембраны в внеклеточное пространство. 

Мутации данного гена встречаются в разных популя-

циях и связываются с РАС [34]. 

Также такая вовлечённость нарушений в генах, ко-

дирующих кальциевые каналы, обуславливает свой-

ство Ca2+ как наиболее вероятного триггера в форми-

ровании эксайтотоксического повреждения клетки. 

Ca2+ играет основную роль в таких процессах, как воз-

будимость мембран, клеточный рост, экзоцитоз и си-

наптическая активность. В физиологических услови-

ях нейроны обладают гомеостатическими механизма-

ми, обеспечивающими контроль над концентрацией 

Ca2+, направленными на поддержание низких концен-

траций. Избыточный выброс глутамата из синапса, а 

также гиперактивация глутаматных рецепторов при-

водит к избыточной возбудимости синаптических ре-

цепторов, включающих такие рецепторы, как NMDA, 

AMPA и каинатный рецептор [35]. В исследовании 

2013 г. [36] под наблюдением было  1967 детей с РАС 

(1553 мальчика и 414 девочек). Cреди выборки был об-

наружен недостаток следующих металлов — цинка, 

магния и кальция; у части детей обнаруживался избы-

ток алюминия, кадмия и свинца. Cледует отметить тот 

факт, что в данном исследовании дефицит кальция был 

выявлен лишь в группе детей младше 10 лет — имен-

но в данном возрасте формируется основная симпто-

матика акустических расстройств. 

Помимо этого, мобилизация внутриклеточного 

кальция напрямую связана с выбросом таких нейро-

активных молекул, как глутамат, АТФ, D-серин, NO, 

простагландин, гомоцистериновая кислота, таурин, 

фактор некроза опухоли [37]. Таким образом, Ca2+ и 

непосредственно сама кальциевая сигнализация вли-

яют на множество процессов, таких как формирова-

ние синапсов, синаптическая пластичность, нейроге-

нез, которые в свою очередь играют ключевую роль в 

динамике процессов социального функционирования, 

нарушения которых и обусловливают основную сим-

птоматику РАС. 

Исходя из значимости роли ионов металлов в 

функционировании нейронов и организма в целом, 

логично было предположить, что, регулируя поступле-

ние в организм Ca2+, можно повлиять на выраженность 

симптоматики РАС, однако на практике такой подход 

не оправдал себя [38], что является подтверждением 

необходимости исследования всей кальциевой сигна-

лизации в совокупности, а не только концентрации 

ионов. Это необходимо потому, что основываясь на 

взаимодействии сигнальных путей разрабатываются 

новые методики регулирования уровней цитозольно-

го Ca2+ [39]. Так было показано, что тапсигарин увели-

чивает уровни Ca2+ и CREB-зависимую экспрессию ге-

нов; обнаружены химические вещества, позволяющие 

уменьшать уровень Ca2+ в цитозоле. Таким образом бы-

ло показано, что фармакологическая коррекция актив-

ности CREB и Ca2+ может помочь в лечении нейроде-

генаритивных заболеваний, в частности, за счёт уве-
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личения зависимой от активности CREB и Ca2+ 

экспрессии гена митохондриальных переносчиков 

аспартата и глутамата. 

Именно такой подход, учитывающий разнород-

ность кальциопатий и затрагиваемых сигнальных пу-

тей, позволил начать исследования, направленные на 

изучение возможных этиопатогенетических методов 

лечения пациентов с нейропсихиатрическими заболе-

ваниями [40]. 

Роль взаимодействия Ca 2+,  

кальмодулина (CaM) и CAM-киназ

Помимо Ca2+ и кальциевых и IP
3
–рецепторов од-

ну из ключевых ролей в патогенезе РАС играет белок 

кальмодулин (кальций-модулирующий протеин или 

CaM), который вызывает передачу сигналов к допол-

нительным CaM-киназам [20]. С кальмодулином свя-

зывают кальциевые эффекты, наблюдаемые в рамках 

постсинаптического функционирования, в частности, 

возбуждения. Глутаминовая кислота, в свою очередь, 

вызывает кальциевые токи в постсинаптическом окон-

чании посредством связывания с N-метил-D-

аспартатных (NMDARs) рецепторов и с метаботроп-

ными глуматными рецепторами (рисунок) [31], кото-

рые инициируют выделение внутриклеточного Ca2+ из 

депо [20]. После связывания Ca2+ CaM может приве-

сти к активации CaMKII или CaMK-киназы 

(CaMKK2). Помимо данных каскадов реакций следу-

рисунок. Краткое схематичное изображение основных звеньев кальциевых сигнальных путей, участвующих в патогенетических механизмах 

РАС (пресинаптическая мембрана — справа; постсинаптическая — слева)� AMPA — рецептор α-амино-3-гидрокси-5-метил-4-

изоксазолпропионовой кислоты; NMDA — рецепторы N-метил-D-аспартата; GluR — глутаматные рецепторы; КА — каинатный рецептор, VGCC  

— потенциал-зависимые кальциевые каналы; TRPC1 — катионный канал транзиторного рецепторного потенциала 1; Glu — глутамат; Ca2+ — 

ионы кальция; Na+ — ионы натрия; PSD95 — поддерживающий белок постсинаптической плотности; GKAP — белок, связанный с гуанилатки-

назой; SHANK — белок, содержащий повторяющиеся SH3 и множественные анкириновые домены; Homer — адаптерные белки семейства Homer; 

NOS — синтаза оксида азота; ADCY — аденилатциклаза; IP3 3R — рецепторы инозитол-1,4,5-трисфосфата; IP3 3K — инозитолтрифосфат-3-киназа; 

CaM — кальмодулин; CaN — каталитическая субъединица 2B серин/треониновой протеинфосфатазы; CAMK2/4 — кальций/кальмодулин-зави-

симые протеинкиназы 2/4; PDE1 — кальций/кальмодулин-зависимые 3’,5’-фосфодиэстеразы циклических нуклеотидов; FAK2 — протеин-тиро-

зин киназа; PP1 — каталитическая субъединица PP1 серин/треониновой протеинфосфатазы;  I-1 — регуляторная субъединица 1A протеинфос-

фатазы 1; PKA — протеинкиназа A; Rap1 — Ras-связанный протеин Rap-1A; PCK — классическая протеинкиназа C тип альфа; Ras — Hras ГТФа-

за; Raf — BRaf протоонкогенная серин/треониновая протеинкиназа; MEK1/2 — киназа митоген-активируемой протеинкиназы 1; ERK1/2 

— киназа митоген-активируемой протеинкиназы 1/3; Rsk — рибосомальный протеин-S6-киназа альфа-1/2/3/6; CBER — циклический аденозин-

монофосфат-зависимый транскрипционный фактор ATF;  CBP — E1A/CREB-связывающий белок; ЭПР — эндоплазматический ретикулум (содер-

жащей депо ионов кальция)�



112

ReviewsPathological Physiology and Experimental Therapy, Russian journal. 2020; 64(4)  

 DOI: 10.25557/0031-2991.2020.04.106-117

ет отметить тот факт, что нейронное возбуждение па-

раллельно может также вызывать новую транскрип-

цию мРНК, или так называемое возбуждение транс-

крипции. Среди нескольких путей, происходящих с 

возбуждением транскрипции, активация каналов Ca2+ 

L-типа в плазматической мембране может иницииро-

вать сигнальный путь, который в конечном счете уве-

личивает ядерное CREB-фосфорилирование и, в боль-

шинстве случаев, экспрессию генов немедленного ре-

агирования [41].

CaMKII расположена в основном в шипиках и ден-

дритах возбуждающих нейронов [42]. Активность 

CaMK наиболее выраженно регистрируется в тканях 

мозга, по сравнению с другими тканями, роль CaMK 

рассматривается в качестве одной из самых важных в 

процессах формирования нейропсихиатрических рас-

стройств [43]. Значимость CaMK обусловлена тем, что 

данные киназы являются основными регуляторами си-

наптической пластичности, экспрессии генов и ремо-

делирования цитоскелета, что приводит к контролю за 

широким спектром функций мозга. Структура киназ 

состоит из домена, который содержит сайт для связы-

вания АТФ, регуляторный домен (содержащий Ca2+/

CaM-связывающий домен и аутоингибирующий до-

мен), вариабельный домен и «самоассоциированный» 

домен, ответственный за формирование мультимеров. 

Таким образом, типичная киназа представляет собой 

додекамер, который связывается через «самоассоции-

рованный» домен каждой субъединицы [44]. Когда 

концентрация внутриклеточного Ca2+ возрастает, ак-

тивный комплекс Ca2+/CaM связывается с Са2+/CaM-

связывающим доменом одной из субъединиц, и это 

вызывает высвобождение соседнего аутоингибирую-

щего домена. Данная цепочка взаимодействий приво-

дит к активации CaMKII. 

CaMK-киназы (киназы киназ) же активирует дру-

гие киназы, такие как AKT и AMPK, путем фосфори-

лирования. Их активация требует связывания Ca2+/

CaM с их уникальным Ca2+/CaM-связывающим доме-

ном, и на сегодняшний день неизвестны точные дан-

ные о том, как динамика Са2+ физиологически акти-

вирует этот уникальный Ca2+-зависимый каскад фос-

форилирования [43]. 

Среди группы CaM-киназ наиболее изученными и 

представляющими интерес для исследователей долгое 

время были, в первую очередь, αCAMKII и βCAMKII, 

что обусловлено их значительной ролью в пластично-

сти глутаматергических нейронов. Во взрослой нерв-

ной системе преобладают α и β-изоформы CaMKII. 

Количество белков CaMKII составляет 1–2% от обще-

го количества белка в гиппокампе. Хотя указанные бел-

ки достаточно распределены в тканях гиппокампа, 

наибольшая их концентрация встречается в постси-

наптической плотности [43]. К тому же получение 

CaMKII путём аутофосфорилирования рассматрива-

ется в качестве молекулярного механизма памяти, так 

как способствует сохранению активности синапса.

γCaMKII долгое время не рассматривался как ки-

наза, способная оказывать влияние на нервные клет-

ки. Однако в 2014 г. было продемонстрировано, что в 

симпатических нейронах после стимуляции/деполяри-

зации происходит перенос γCaMKII к ядру [45]. Соот-

ношения γCaMKII в ядре с цитоплазматическим кор-

релировало с отношением CaMKII, что указывает на 

то, что γCaMKII действительно может отвечать за пе-

ренос Ca2+/CaM в ядро. Необходимость CAMKII для 

нормального функционирования синаптической си-

стемы стала очевидной для исследователей [46]. Ак-

тивные формы кальмодулина связываются с субъеди-

ницами CAMKII и тем самым опосредуют реакцию 

аутоингибирования, которая приводит к аутофос-

фолированию и активизации киназ [40]. Активация 

CAMKII-киназы является неотъемлемой частью фор-

мирования долговременного потенцирования (LTP), 

лежащего в основе таких фундаментальных процес-

сов для ЦНС, как поведение, обучение и память [47]. 

Удаление CAMKIIα или ингибирование процесса свя-

зывания CaM и Ca2+ с CaMKII, приводит к ингибиро-

ванию возбуждения долговременной потенциации в 

синапсах [47]. LTP, зависимая от CaMKII, имеет под 

собой несколько молекулярных механизмов, таких как 

накопление мРНК, увеличение постсинаптического 

Ca2+, активация CaMKIIα, образующих додекамерные 

структуры (они связываются с постсинаптическими 

белками, в частности, NMDA-рецепторов), активация 

фосфорилирования CaMKII и увеличение проводимо-

сти рецептора AMPA, а также дополнительная регу-

ляция фосфорилирования TARP (трансмембранного 

белка, взаимодействующего с рецептором AMPA) [48]. 

Помимо этого, значимая роль CaMKII определя-

ется во взаимодействии с такими элементами цитоске-

лета, как F-актин, α-катинин и белок PSD Densin-180 

(который в свою очередь ответственен за сигнализа-

цию Ca (V) 1.2 [47]). CaMKII, как киназа, выполняет 

функцию структурного белка. В случае F-актина — 

CaMKII (находится в постсинаптической плотности) 

связывает F-актин за счёт β-субъединицы [46]. Нахо-

дящийся в шипиках CaMKIIβ, связанный с F-актином, 

предотвращает взаимодействие F-актина с актин-мо-

дулирующими белками. После активации CaMKII 

CaMKIIβ отделяется от F-актина посредством меха-

низма аутофосфорилирования, который позволяет вза-
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имодействовать F-актину и актин-модулирующим бел-

кам, а также инициирует последующее ремоделирова-

ние F-актина.

Таким образом, основной задачей киназ является 

регулирование размеров шипиков дендритов, долго-

временного потенцирования, синаптической пластич-

ности посредством связывания и регулирования ре-

цепторов [42, 46]. Кроме того, накопленные доказа-

тельства демонстрируют, что CAMKII участвует в 

фосфорилировании субъединиц ГАМК и регулирует 

поток ГАМК через синаптическую мембрану [43]. По-

скольку ГАМК является основным тормозным нейро-

медиатором, эти данные показывают, что CAMKII 

играет важную роль как для возбуждающей, так и для 

тормозной передачи сигнала.

CaM также активирует CaMKK2, чья активность 

является ключевой в процессах формирования про-

странственной памяти и последующей активации до-

полнительных киназ. CaMKI является передатчиком, 

стимулирующим движение конуса роста нейрона, не-

обходимого для удлинения и древовидного разветвле-

ния нейронов [49]. Так же фосфорилирование CaMKIV 

приводит к увеличению экспрессии генов и синтезу 

белка, что является, в том числе, необходимым элемен-

том процессов формирования контекстуального стра-

ха [50]. CaMKK2 фосфорилирует другие киназы, такие 

как АМФ-активируемую протеинкиназу (AMPK), ак-

тивность которой необходима для регулирования по-

требления энергии, которая требуется для «рутинного» 

функционирования мозга [51]. В свою очередь AMPK–

сигнальный путь (АМФ-активируемая протеинкина-

за) зависит от Ca2+ в связи с работой рецепторов ади-

понектина и взаимосвязан с mTOR–сигнальным путём 

(или путь протеинкиназы серин-треониновой специ-

фичности — белок мишени рапамицина у млекопита-

ющих), который является основным в патогенезе син-

дромальных и несиндромальных форм РАС [24, 26]. 

Так, например, такие гены, как CaMKI и CaMKIV, 

были рассмотрены среди  генов, которые были осо-

бенно необходимы для кальмодулин-связанного сиг-

нального пути [52] и нарушения в которых чаще все-

го наблюдаются при РАС. Данные представления да-

ют возможность с уверенностью говорить о том, что 

нарушения в сигнальных путях с участием кальция и 

CaM приводят к патологии неврологических процес-

сов, влияя на различные синаптические характеристи-

ки, нейротрансмиссию посредством регуляции возбуж-

дающих и ингибирующих рецепторов, а также через 

важнейшие биологические функции клеток, такие как 

долговременная потенциация и долгосрочная память. 

Дефицитарные нарушения в сигнальных путях CaM и 

его «разветляющихся» каскадах могут быть причиной 

множества нейропсихиатрических состояний из-за их 

широкого влияния на множественные биологические 

системы, а более конкретно — на регуляцию нейро-

трансмисии и синаптические характеристики. 

На данный момент разрабатываются методики, по-

зволяющие проводить фармакологическое ингибиро-

вание CaMKK2 в рамках лечения неалкогольной жи-

ровой болезни печени, что даёт возможность предпо-

лагать, что в скором времени будет возможна таргетная 

терапия и при РАС [53]. Если учитывать центральную 

роль Ca2+ и CaM–сигнальных путей в функциониро-

вании синапсов и взаимосвязях нейронов, то логич-

ным было бы предположить, что нарушения в данных 

молекулярных путях могут приводить к аутистической 

симптоматике, как и в случае изолированных форм 

кальциопатии.

Проблемы изучения нарушений  

кальциевой сигнализации при РАС

На сегодняшний день всё ещё технически трудно 

выполним процесс дифференциации таких фундамен-

тальных нарушений (например, таких как изменение 

LTP) у людей, страдающих РАС, тогда как на моделях 

мышах с РАС уже обнаружена достоверная связь с на-

рушением кальциевой сигнализации [52].

Понимание значимости роли кальциевой сигналь-

ной передачи в развитии РАС пока находится в стадии 

развития, по сравнению с таким уже относительно из-

ученным сигнальным путём, как Wnt-сигнальный путь 

и другие, ранее упомянутые сигнальные пути. По этой 

причине сейчас приобрели популярность такие иссле-

дования, в которых методом исследования стала транс-

краниальная магнитная стимуляция (ТМС), позволя-

ющая оценить изменения LTP подобно синаптической 

пластичности у людей, страдающих РАС [50]. Так, ис-

следователи смогли провести TMC в различных обла-

стях коры головного мозга, исследуя двигательные по-

тенциалы. У людей с РАС не было обнаружено изме-

нений потенциалов в исследуемых зонах, тогда как у 

нейротипичных людей из группы контроля (то есть лю-

дей без нейропсихиатрических и неврологических за-

болеваний) данные потенциалы фиксировались. Та-

ким образом, в данном исследовании был обнаружен 

«дефицит пластичности», который напоминает дефи-

цитарные нарушения LTP. Такие исследования не ста-

ли единичными, и последующие наблюдения лишь 

подтвердили аналогичные дефицитарные нарушения 

в отношении нейронной сети у пациентов с РАС [11, 

23, 30]. Исследования проводились с помощью реги-

страции изменений электроэнцефалографических сиг-
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налов после различных сенсорных стимулов у людей с 

РАС. Такие изменения связываются с нарушениями в 

кальциевой сигнализации.

Хотя исследование сигнальной передачи кальция 

в человеческом мозге является одной из сложнейших 

задач, уже сейчас получены данные об изменениях 

передачи сигнала кальция в клетках, полученных от 

людей с РАС. Было показано, что сигнальная переда-

ча, обусловленная Ca2+, была нарушена в фибробла-

стах кожи людей с РАС [8]. Также стало возможным 

моделирование заболеваний из группы расстройств 

аутистического спектра на плюрипотентных ство-

ловых клетках для изучения патофизиологических 

процессов, происходящих в клетках [52]. Было про-

ведено исследование на плюрипотентных стволо-

вых клетках, выделенных из популяции клеток, по-

лученных от людей, страдающих синдромом Тимо-

ти — формы синдромального аутизма, при котором 

аутистическую симптоматику (РАС) можно наблю-

дать у 80 % диагностированных. Эти плюрипотент-

ные стволовые клетки были дифференцированы в 

нейроны in vitro, что позволило обнаружить влия-

ние нарушений кальциевой сигнализации, а также 

нарушения в транскрипции, зависящей от активно-

сти кальциевого пути. Хотя указанные исследования 

демонстрируют, что сигнализация Ca2+ и CaM уча-

ствует в патогенетических механизмах РАС, техни-

чески необходимо улучшить методы изучения и ви-

зуализации кальциевых изменений сигнализации 

для более корректного сопоставления влияния ро-

ли сигнализации Ca2+ и социального поведения, а 

также стереотипного поведения, которые являются 

клинической основой РАС. 

Отдельную важную роль в исследовании влия-

ния нарушений обмена Ca2+ и CaM-связывания на 

развитие патологических процессов нейроразвития 

при РАС сыграли работы, выполненные на живот-

ных моделях. Так, было выяснено, что CaMKIV об-

ладает положительной регуляцией транскрипции 

FMRP (Fragile-X Mental Retardation Protein), кото-

рый кодируется FXS [53]. В более позднем иссле-

довании также было обнаружено, что одиночный 

нуклеотидный полиморфизм (SNP) в гене CaMKIV 

связан с более высоким риском развития РАС в ев-

ропейской когорте. Данный SNP, по-видимому, рас-

положен на связывающем участке фактора сплай-

синга, и, по всей видимости, может изменять баланс 

между изоформами CaMKIV [54], что, как было по-

казано выше, может  иметь огромное значение из-

за соотношения зон влияния субъединиц CaMK. Так 

было обнаружено что CAMKIIα, регулирующий ак-

тивность mGluR5, является потенциальной мише-

нью при лечении FXS [54]. Пока до конца неясно, 

как активность CAMKIIα влияет на нарушения ак-

тивности mGluR5 при FXS, однако один из пред-

ложенных механизмов предполагает, что CAMKIIα 

значительно повышен в синапсе мышей-с-FXS, что 

могло вызвать гиперфосфорилирование поддержи-

вающих белков Homer 1 (H1) и 2 (H2), что приводит 

к их диссоциации из-за mGluR5. Эта диссоциация 

позволяет короткому изомеру Homer1, H1α, связы-

вать mGluR5 и индуцировать лиганд-независимую 

активность рецептора [55]. Ингибирование mGluR5 у 

нокаутированных мышей FMR1- улучшило процессы 

обучения и памяти, что подтвердило догадки о воз-

можностях перспективного метода лекарственной 

терапии [55]. Необходимо отметить, что нарушения 

в поддерживающих белках группы Homer нередко 

встречаются у пациентов с РАС [56]. 

Несмотря на это, аналогичные исследования ле-

карственного подхода с использованием ингибиро-

вания mGluR5 и других связанных с ним путей у па-

циентов с синдромом ломкой X-хромосомы, дали 

лишь частично положительные результаты [57]. В од-

ном из клинических исследований было выяснено, 

что фенобам (селективный антагонист mGluR5) ин-

дуцировал улучшение преимпульсного ингибирова-

ния, но не влиял на избыточную импульсивность, 

наблюдаемую у пациентов с синдромом хрупкой 

Х-хромосомы [58]. Другое клиническое исследова-

ние использования лития на небольшой выборке 

людей с синдромом хрупкой Х-хромосомы проде-

монстрировало, что литий позволяет ослабить сиг-

нальные пути, активируемые посредством mGluR5-

сигнальных путей, что, в свою очередь, приводило 

к значительным улучшениям в сфере поведенческих 

процессов. Таким образом, были скорректированы 

такие симптомы, как гиперактивность и речевые на-

рушения, вместе с этим было отмечено усиление раз-

дражительности и апатии.

Ещё одну форму синдромального аутизма, связы-

ваемую с нарушением регуляции кальциевой сигнали-

зации, представляет собой синдром Ангельмана. При-

чиной развития данного синдрома рассматривается де-

леция материнского аллеля 15q13-11, включая 

ген UBE3A. На животной модели нулевой мутации ма-

теринского аллеля с UBE3A наблюдается нарушение 

аутофосфорилирования CAMKIIα. Аутофосфорили-

рование необходимо для киназной активности, а так-

же может быть ответственно за дефицит LTP в гиппо-

кампе [59]. Вместе с тем было найдено, что CAMKIIα 

взаимодействует непосредственно с поддерживающи-
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Обзоры

ми белками, которые связывают с развитием РАС. Так, 

с помощью методов иммунопреципитации для выде-

ления CaMKII из разных фракций нейрональных кле-

ток переднего мозга было показано, что CaMKII, по-

мимо прочих поддерживающих белков, связывает 

Shank3 в синапсе, который, как известно, наиболее ча-

сто подвергается нарушениям  при аутизме [60]. Наи-

более известной (синдромальной) формой РАС с по-

ражением гена SHANK3 является синдром Фелан–

МакДермид.

заключение

Резюмируя всё вышеописанное, с уверенностью 

можно сказать, что кальциевая сигнализация является 

ключевым патогенетическим звеном в формировании 

РАС. Вовлечённость Ca2+ в развитие аутистической па-

тологии становится всё очевиднее. Вне зависимости от 

влияния Ca2+ — прямым или опосредованным путём 

на другие сигнальные пути — его действие направле-

но на нарушение развития нейронов, синаптической 

пластичности, возбудимости нейронов. С тем же свя-

зано нарушение серотонинергической, дофаминерги-

ческой, опиоидной, холинергической, глутаматергиче-

ской, ГАМКергической передачи, что в свою очередь 

может приводить к явлению эксайтотоксичности за 

счёт гиперактивации NMDA- и AMPA-рецепторов, и 

как следствие к повреждению и гибели нейронов. Все 

эти процессы в нейрональных клетках напрямую свя-

заны с формированием долговременного потенцирова-

ния и развитием депрессии, что приводит к дисфунк-

ции базисных психических процессов, таких как па-

мять, социальное взаимодействие и т.д.

Таким образом, с практической точки зрения каль-

циевый сигнальный путь может стать одной из основных 

мишеней для фармакологической коррекции симптома-

тических проявлений РАС. Очевидно, что дальнейшие 

исследования на животных и электрофизиологические 

исследования на людях всё же необходимы для понима-

ния патогенетических механизмов развития РАС, а так-

же какое именно место занимает сигнальный путь Ca 2+ 

в данных состояниях. Дальнейшие исследования особен-

но необходимы, чтобы прояснить потенциальные ро-

ли сигнализации Ca 2+ в социальном поведении или сте-

реотипном поведении, которые составляют основные 

особенности РАС.
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Введение

 Роль гомоцистеина (Гцис) в развитии широкого 

круга патологий, в первую очередь сердечно-сосуди-

стых заболеваний, начали исследовать ещё в 60-е годы 

ХХ века, когда обнаружили связь его аномально высо-

кого уровня в моче с многочисленными врожденны-

ми патологиями. Постоянно высокий уровень Гцис 

в плазме крови (гипергомоцистеинемия – ГГц) может 

быть обусловлен различными факторами и сам по се-

бе представляет один из важных факторов развития 

атеросклероза, тромбоза, нейродегенеративных забо-

леваний и почечной недостаточности [1, 2]. Так, со-

гласно клиническим метаанализам увеличение уров-

ня Гцис на каждый 1 мкМ сопровождается повышени-

ем риска инсульта или инфаркта на 6-7%, а снижение 

этого показателя на каждые ~ 3 мкМ снижает риск ин-

сульта на 19-24%, риск ишемической болезни сердца 

на 11% и инфаркта на 15% [3, 4]. 

Несмотря на высокий интерес к проблеме ГГц, ме-

ханизмы, через которые опосредуется действие Гцис, 

пока недостаточно ясны, а данные клинических иссле-

дований недостаточны и противоречивы. Для иссле-

дования роли Гцис и молекулярных механизмов его 

цитотоксичности было разработано множество моде-

лей ГГц на животных, прежде всего на мелких грызу-

нах (крысы и мыши). В данном обзоре модели ГГц на 

более крупных млекопитающих рассматриваться не 

будут, внимание как к объектам моделирования бу-

дет уделено именно грызунам. Выбор этих животных 

определяется их широким использованием в экспери-

ментальной медицине, низкой стоимостью их содер-

жания, высокой плодовитостью, короткими сроками 

беременности и относительной легкостью моделиро-

вания, а также благодаря успехам генной инженерии 

и хорошо отлаженным методикам получения линей-

ных животных. Механизмы возникновения ГГц в ис-

кусственной среде определяются различными факто-

рами, в числе которых следует выделить генетические и 

факторы среды. Первые – связаны с различными ген-

ными аберрациями, возникающими спонтанно или в 

результате повреждения, вторые – связаны с питани-

ем и фармакологическим стрессом. Также возможны 

сочетания двух групп факторов [5]. Хотя использова-

ние экспериментальных моделей ГГц позволило се-

рьезно продвинуться в понимании механизмов дей-

ствия Гцис, важно отметить, что модели имеют всё же 

серьезные ограничения в понимании полной картины, 

из-за отличий реальной клинической картины гипер-

гомоцистеинемии. Большинство обзоров, посвящен-

ных этому вопросу, вышло уже около десяти лет назад 

[6,7] и не в полной мере отражают современное состо-

яние проблемы. Данная часть обзора посвящена рас-

смотрению генетических моделей ГГц.

Метаболизм гомоцистеина

1) Метиониновый цикл и транссульфурация. Мета-

болизм Гцис находится в тесной связи с метионином 

(Мет), холином, бетаином, фолатами и другими низ-

комолекулярными аминотиолами, включая цистеин 

(Цис) и глутатион (Глн). Образование Гцис прохо-

дит в одном из циклов обмена одноуглеродных сое-

динений. Метиониновый цикл (рис. 1.) представля-

ет собой каскад преобразования метионина, при ко-

тором c участием АТФ на первом этапе из метионина 

образуется S-аденозилметионин (SАМ). Далее при 

участии цитинозил-5-метилтрансферазы образуется 

S-аденозилгомоцистеин (SAH). Этот продукт с помо-

щью аденозилгомоцистииназы преобразуется в гомо-

цистеин.  Важно отметить, что при избытке гомоцисте-

ина в здоровом организме его часть превращается об-

ратно в метионин путем реметилирования.

Передача метильных групп с SAM на многочис-

ленные субстраты катализируется метилтрансфера-
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зами (МТs). В качестве нуклеофила могут выступать 

ДНК, аминокислоты, катехоламины, белки и др. со-

единения. Как продукт этих реакций, SAH вызывает 

ингибирование МТs и тем самым играет большую 

роль в регуляции цикла, т.к. его К
i
 имеет тот же по-

рядок, что и K
m

 SAM [8]. Утилизация SAH осущест-

вляется SAH-гидролазой (SAHH). 

Реметилирование Гцис проходит под действием 

метионинсинтазы (MS), и является точкой сопряже-

ния метионинового цикла с метаболизмом фолатов, 

т.к. MS использует 5-метил-ТГФ в качестве субстрата. 

Также в этой реакции используется В
12

 (кобаламин) в 

качестве кофактора. В печени и митохондриях (где им-

порт 5,10-метилен-ТГФ затруднен) значительную роль 

в реметилировании выполняет бетаин-гомоцистеин 

метилтрансфераза (BHMT) с использованием бетаина 

в качестве донора метильной группы.

Альтернативный вариант превращения Гцис прохо-

дит по т.н. пути транссульфурации и включает необра-

тимую реакцию образования цистатионина при участии 

серина и цистатион-синтазы (CBS) и B
6
 (в форме 

пиридоксаль-5-фосфата). Цистатионин далее расщепля-

ется цистатионин-гамма-лиазой (CSE) на цистеин (Цис) 

и -кетобутират. Цис, в свою очередь, участвует в образо-

вании глутамина, а также вовлечён в процессы образо-

вания таурина и ацетил-CoA. 

Внутриклеточное содержание Гцис является важ-

ным фактором в регуляции работы этих путей. Так, 

при низком содержании внутриклеточного Гцис пре-

обладает синтез из него Мет, а при высоком содержа-

нии – образование Цис. Дополнительным регулято-

ром процессов одноуглеродного обмена является SAM. 

Его роль заключается в поддержании собственного 

уровня в системе, участии в регуляции всех процессов 

рис. 1. Схема метаболизма гомоцистеина и фолатов� 
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обмена, а также ингибировании процесса реметили-

рования с активацией CBS [9]. 

2) Метаболизм фолатов и гомоцистеина. Фолиевая 

кислота является провитамином и участвует в процес-

се реметилирования Гцис. Таким образом, она долж-

на быть восстановлена до ТГФ и далее до 5-метилТГФ 

чтобы осуществлять этот процесс (рис. 1). Фолиевая 

кислота, повышая скорость реметилирования и транс-

метилирования, не интенсифицирует транссульфура-

цию [10]. Попадая в клетку, фолиевая кислота восста-

навливается дигидрофолатредуктазой до дигидрофо-

лиевой кислоты (ДГФ) и далее до ТГФ при участии 

NADPH. Под действием серингидроксиметилтранс-

феразы (кофактор В
6
), ТГФ превращается в 

5,10-метилен-ТГФ, а серин при этом превращается в 

глицин. Метилен-ТГФ дегидрогеназы (NAD+ и 

NADP +-зависимые) катализируют переход 

5,10-метилен-ТГФ в 5,10-метенил-ТГФ. МетенилТГФ 

циклогидролаза катализирует обратимый переход 

5,10-метенилТГФ в 10-формилТГФ. Кроме того, ТГФ 

может быть непосредственно превращен в 10-формил-

ТГФ формат-ТГФ-лигазой с участием АТФ и муравьи-

ной кислоты. 10-формил- и 5,10-метилен-ТГФ исполь-

зуются в синтезе пуринов и тимидина соответственно.

Ещё одним ключевым ферментом фолатного цик-

ла, который катализирует реакцию превращения 

5,10-метилен-ТГФ в 5-МТГФ при участии NADPH яв-

ляется MTHFR. Данный процесс является самым мед-

ленным в цикле фолатов. В регуляцию этого процес-

са, помимо SAM, также вовлечен ДГФ и вместе с фос-

форилированием MTHFR оказывает ингибирующее 

влияние [11].

Генетические модели. Для того, чтобы разобраться 

какую роль играют нарушения в ключевых генах, во-

влечённых в процесс одноуглеродного обмена, в раз-

витии патогенетических состояний, связанных с нару-

шением экспрессии отдельных элементов цикла, реа-

лизованы модельные животные (преимущественно 

грызуны) с «нокаутом» отдельного гена в линии жи-

вотных. 

Экспериментально были разработаны модели го-

мо/гетерозиготного нокаута следующих генов (рис. 1 

и табл. 1): CBS, MTHFR, MS, MSR, BHMT и SAHH.

Линии мышей, нокаутированные по MS, MSR. Гены, 

кодирующие ферменты метионин синтазу (MS) и ме-

тионин синтазу редуктазу (MSR) являются ключевы-

ми элементами всего цикла. Ген MTR, кодирующий 

MS участвует в образовании Мет, запуская путь реме-

тилирования [12]. Другой ген MTRR, кодирующий 

MSR, вместе с кобаламином участвует в синтезе мети-

онина запуская другой путь. Данный процесс являет-

ся жизненно важной функцией, поэтому нокаут по MS 

ведет к 100% летальности у гомозиготных животных 

[13], что обусловлено накоплением 5-метил-ТГФ и не-

Таблица 1 

генетические и комбинированные модели ггц мышей

Модель
Диета

Уровень Гцис, мкМ Ссылка
Мет Дефицит B

9

CBS-/- - - >250 [23,26]

CBS+/- - - 5-28 [30]

CBS+/- + - 20-25 [30]

CBS+/- - + 16-25 [34]

CBS+/- + + 43-98 [30]

MS+/- - - ~5 [13]

MS+/- - + 10 [14]

MSR-/- - - ~18 [15]

MTHFR-/- - - ~30-40 [16,17,19]

MTHFR+/- - - <15-20 [16,20]

MTHFR+/- + + 9 [21]

Протон-ассоциированный транспортер фолатов -/- - - ~135 [17]

BHMT -/- - - 50 [33]

BHMT -/- - + 60-80 [33]
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способностью осуществлять синтез пуринов. Гетеро-

зиготы по MS характеризовались нормальным разви-

тием, а также нормальным уровнем Гцис (~5 мкМ) и 

высоким уровнем Мет в плазме, кроме того, повыше-

нием уровня SAM и снижением уровня SAH в печени 

[13, 14]. На фоне дефицита витамина В
9
 у MS+/- мышей 

развивалась мягкая ГГц (~10 мкМ [15]). 

Животные MSR-/- характеризовались нормальным 

развитием, несмотря на значительное снижение уров-

ня экспрессии этого гена (1-37% от нормы), умерен-

ной ГГц (~18 мкМ) и сходными изменениями протон-

ассоциированного транспортера фолатов. Блокирова-

ние («нокаут») ключевого фермента метаболизма 

фолатов, кодируемого геном MTHFR, у мышей, гомо-

зиготных по данному гену, сопровождался умеренной 

ГГц (около 30-40 мкМ) из-за снижения уровня 

5-метил-ТГФ, главным образом продуцируемого в моз-

ге и печени [16, 17]. У животных также наблюдалось 

снижение выживаемости [18]. Для них была характер-

на гипометионинемия (из-за снижения реметилиро-

вания Гцис), снижение уровня SAM и возрастанием 

уровня SAH в печени [19]. Интересно отметить, что, 

несмотря на однонаправленное влияние «нокаута» MS 

и MSR на реакцию реметилирования Гцис, эти вме-

шательства вызывали кардинально различные измене-

ния глобального индекса метилирования. 

2) Линии грызунов MTHFR+/- характеризовались 

мягкой ГГц (до 15-20 мкМ), а также снижением SAM/

SAH в плазме и нормальной выживаемостью [16, 20]. 

В отличие от линии CBS+/-, эти мыши были более 

устойчивы к метиониновой нагрузке, но более чувстви-

тельны к дефициту витамина В
9
 [21]. 

При нокауте гена протон-ассоциированого транс-

портера фолатов у мышей C57BL/6 развивалась выра-

женная ГГц (~135 мкМ), сопровождавшаяся значитель-

ным повышением уровня N-гомоцистеинилирования 

плазмы (~60 мкМ против ~2 мкМ у обычных мышей). 

В печени также происходило значительное увеличение 

этих показателей (с~100 до ~1500 и с 90 до 320 нмоль/г 

белка соответственно) [17].

3) Линии мышей, нокаутированные по генам CBS и 

CSE. Особенностью этих моделей является то, что они 

не только оказывают непосредственное влияние на 

транссульфурирование, но сильно влияют на метабо-

лизм физиологического вазодилататора H
2
S. Нокаут 

гена CBS у мышей линии C57B1/6 был одной из пер-

вых моделей гомоцистинурии. Она сопровождалась у 

гомозигот тяжелой ГГц (>200 мкМ) [22]. В спинномоз-

говой жидкости также наблюдался 25-кратный рост 

уровня Гцис. При этом не было отмечено значимого 

изменения уровней Цис и Глн в плазме крови и спин-

номозговой жидкости. Эта модель характеризовалась 

задержкой роста и небольшим сроком жизни мышей 

(3-5 нед) [23]. 

Дальнейшим развитием данных исследований в 

этом направлении стала разработка трансгенной моде-

ли CBS-/-, в которой к нокауту родного гена была добав-

лена трансфекция модифицированного гена CBS чело-

века (Tg), активность которого могла регулироваться 

диетической добавкой цинка [24]. Это позволило ре-

шить проблему высокой ранней летальности животных. 

При нормальном содержании цинка модель давала уме-

ренную ГГц (25-90 мкМ), а на обедненной цинком ди-

ете – тяжелую ГГц (~170 мкМ [24], при этом у гетеро-

зиготы CBS+/--Tg не отмечалось ГГц [26]. При замене 

«дикого» человеческого гена CBS на дефицитный I278T 

была получена модель тяжелой хронической ГГц (бо-

лее 250 мкМ) с низкой ранней летальностью [23, 26]. 

Уровень Цис в плазме у них был в 2 раза ниже нормы, а 

уровень Мет – в 1,8 раз выше. За счет большей тяжести 

ГГц «CBS-/--Tg I278T мыши» характеризовались сниже-

нием веса, остеопорозом, дистрофией жировой ткани, 

что не наблюдалось при более мягкой ГГц у мышей CBS-

/-, со встроенным нормальным геном CBS человека. Но 

даже у CBS-/--TgI278T мышей не наблюдалось спонтан-

ного тромбообразования, которое характерно для гомо-

цистинурии из-за недостаточности CBS у человека [27]. 

У CBS-/- и CBS-/--TgI278T мышей наблюдалось повыше-

ние уровня N-гомоцистеинилирования в плазме крови 

(15-17 мкМ при норме ~2 мкМ), а также в печени (око-

ло 1900 нмоль/г белка при нормальном содержании око-

ло 160 нмоль/г белка). В печени при этом рост уровня 

Гцис был ещё более выраженным, чем в плазме крови 

(с 75 до 5680 нмоль/г белка) [17].

Мыши CBS+/-, содержавшиеся на стандартной ди-

ете в течение 8-20 нед [28,29], имели 50%-снижение 

активности CBS и незначительный подъем уровня 

Гцис (до 9-15 мкМ), а на обедненной витамином В
9
 – 

11 мкМ, на обогащенной Мет – 20-25 мкМ, а при их 

комбинации – 43-95 мкМ [6,30]. Теми же авторами бы-

ло показано, что это сопровождалось ростом содержа-

ния SAH в головном мозге (до ~130 нмоль/г) и печени 

(до ~8 нмоль/г), при этом уровень SAM в этих органах 

не отличался от такового группы обычных мышей 

C57BL/6 находившихся на стандартной диете. Поэто-

му значение SAM/SAH было значительно снижено 

(в печени – с 2,5 до 0,7 и в мозге – с ~8,5 до 4,5).

Нокаут гена CSE у мышей C57BL/6 также приводил 

к тяжелой ГГц (~180 мкМ в плазме крови) и 7-кратно-

му возрастанию его уровня в спинномозговой жидко-

сти [22], при этом существенных изменений уровня Цис 

и Глн в этих жидкостях при этом не наблюдалось.
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4) SAHH На модели повышенной активности 

SAHH у мышей CBS-/- не было выявлено существен-

ного влияния повышения её активности на уровень 

Гцис, а также Мет в плазме, SAM и SAH в печени и 

почках [31]. У мышей SAHH+/- - ApoE-/- наблюдалось 

повышение уровня SAH в плазме с 30 до 55-60 нМ, а 

индекс метилирования падал с ~1.3 до 0,5-0,6 [32].               

5) BHMT. Модель мышей BHMT-/- линии C57BL/6 

была использована в работе [33]. Она характеризова-

лась умеренной ГГц, с существенно более высоким 

уровнем Гцис в плазме крови (~50 мкМ), чем при де-

фиците холина. В печени также наблюдался выражен-

ный (6-кратный) рост содержания Гцис. Добавление 

В
9
 в рацион таких мышей не приводило к значимому 

снижению уровня Гцис, как и депривация В
9
 [33]. Там 

же было показано, что в печени наблюдалось значи-

тельное падение редокс-статуса глутатиона и глобаль-

ного индекса метилирования. Индекс метилирования 

ДНК в гепатоцитах снижался на 76% за 1 год жизни 

животных.

заключение

 Нарушение функционирования ферментов мети-

онинового цикла, транссульфуриррования, метаболиз-

ма фолатов и бетаина приводит к ГГц той или иной 

степени. Было разработано множество генетических 

моделей, которые позволили выявить роль отдельных 

ферментов в обмене Гцис и связанных с ним метабо-

литов, а также установлено, что повышение уровня 

Гцис может сопровождаться специфичными паттер-

намитфолатов, SAM и SAH. Все это играет важную 

роль в исследованиях клинической проблемы ГГц, что 

особенно актуально при выявлении прямых и опосре-

дованных эффектов Гцис. К сожалению, в большин-

стве моделей ГГц ещё не достаточно исследован мета-

болизм Гцис, особенно на органном и тканевом уров-

нях. Поэтому одним из перспективных направлений 

здесь является разработка комбинированных моделей 

с тканеспецифичными (эндотелий, миокард, нейроны 

и глиальные клетки) мутациями генов.

Известно, что дефицит В
6 

(кофактор для CBS и 

CSE) сам по себе не приводит к тяжелой ГГц, однако 

наиболее тяжелые генетические модели ГГц были по-

лучены на моделях CBS-/-, которые на сегодняшний 

день изучены наиболее подробно. И хотя эти модели 

характеризовались многочисленными патологиями, 

пока ещё не получена модель ГГц, удовлетворяющая 

клинической картине нарушений гемостаза при гомо-

цистинурии. Недавние исследования показали, что 

Гцис оказывает значительное влияние на регуляцию 

экспрессии CBS и CSE, опосредуемое механизмом ме-

тилирования этих генов. Это свидетельствует о необ-

ходимости проведения более подробных исследований 

влияния ГГц на транссульфурирование и метаболизм 

H
2
S. Однако пока не исследованы модели ГГц на ос-

нове мутаций генов отдельных MTs. Также практиче-

ски не исследован вопрос о влиянии на метаболизм 

Гцис нарушений работы ферментов синтеза полиами-

нов и утилизации тиолактона Гцис.
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Взаимоотношения толл-подобных рецепторов и ядерных 
транскрипционных факторов при бронхиальной астме
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Бронхиальная астма (БА) является широко распространенным, хроническим, гетерогенным заболеванием� В течение последних 

нескольких лет клинические исследования предоставили новую информацию о фенотипировании, эндотипировании и вариан-

тах лечения астмы� При всей эффективности традиционных методов лечения БА у ряда пациентов заболевание либо частично 

контролируется, либо не контролируется, несмотря на интенсивное, основанное на рекомендациях лечение� Данное состояние 

вопроса делает крайне актуальным дальнейшее изучение патогенеза хронического воспаления при БА для поиска и разработки 

новых терапевтических стратегий� Развитие и прогрессирование БА обусловлены активацией внутриклеточных сигнальных путей 

и генов воспаления в ответ на действие триггерных факторов� Внутриклеточными модуляторами воспалительной реакции на 

генном уровне являются ядерные транскрипционные факторы, к которым относят активирующий протеин-1 (activator protein-1, 

AP-1) и ядерный фактор каппа B (nuclear factor-kappa B, NF-kB), обладающие провоспалительной активностью� К внутриклеточ-

ным модуляторам относят также рецептор глюкокортикоидов (glucocorticoid receptor, GR) и рецепторы, активирующие проли-

ферацию пероксисом (peroxisome proliferator-activated receptors, PPARs) с противоспалительной активностью� Взаимоотноше-

ния между провоспалительными и противовоспалительными ядерными транскрипционными факторами являются предметом 

пристального изучения в настоящее время, так как последние могут служить мишенью для разработки стратегий управления 

активностью воспалительного процесса, в том числе при БА� Важную роль в сигнальных механизмах воспалительной реакции 

играют толл-подобные рецепторы (TLRs), инициирующие воспаление через активацию NF-kB и AP-1� В то же время, TLRs обла-

дают способностью модулировать экспрессию PPARs и GR, противовоспалительный механизм действия которых осуществля-

ется за счет подавления активности NF-kB и АР-1� В данном обзоре суммированы современные взгляды на структуру, функцию 

ядерных транскрипционных факторов и TLRs, а также их участие в патогенезе хронического воспаления при БА� Регуляция вза-

имоотношений между TLRs и ядерными транскрипционными факторами может быть важной терапевтической мишенью при БА�
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Bronchial asthma is a common, chronic and heterogeneous disease� During the last few years, clinical studies have provided new 
information about asthma phenotyping, endotyping, and therapeutic options� With all effectiveness of traditional asthma treatments, 
in a number of patients the disease is either controlled partially or not controlled, despite intensive, recommendation-based treatment� 
This makes further study of the pathogenesis of asthma-related chronic inflammation essential for developing new therapeutic strategies� 
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The development and progression of asthma are caused by activation of intracellular signaling pathways and inflammation genes in 
response to action of trigger factors� Intracellular modulators of the inflammatory response at the gene level are nuclear transcription 
factors, which include proinflammatory activator protein-1 (AP-1) and nuclear factor-kappa B (NF-kB)� Intracellular modulators also include 
the glucocorticoid receptor (GR)) and peroxisome proliferator-activated receptors (PPARs), which have an anti-inflammatory activity� 
The relationship between pro- and anti-inflammatory nuclear transcription factors is presently under close investigation since it may 
represent a target for strategies of managing the inflammatory process, including in asthma� Toll-like receptors (TLRs) play an important 
role in the signaling mechanisms that initiate inflammation through activation of NF-kB and AP-1� At the same time, TLRs can modulate 
the expression of PPARs and GR, which have an anti-inflammatory action due to suppressing the activity of NF-kB and AP-1� This review 
summarizes current views on the structure and function of nuclear transcription factors and TLRs, as well as their participation in the 
pathogenesis of chronic inflammation in asthma� Regulation of the relationship between TLRs and nuclear transcription factors may be 
an important therapeutic target in asthma�
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Введение

Бронхиальная астма (БА) является хроническим, 

прогрессирующим, гетерогенным воспалительным забо-

леванием c сложным этиопатогенезом и высокой вари-

абельностью течения, обусловленными влиянием гене-

тических и экологических факторов [1]. Несмотря на эф-

фективность традиционных методов лечения БА, у ряда 

пациентов сохраняются частые обострения при быстро 

прогрессирующем ухудшении легочной функции [2]. Это 

обусловлено тем, что некоторые фенотипы БА часто не 

реагируют на классическую глюкокортикоидную тера-

пию, и причина данного стероидного сопротивления все 

еще недостаточно ясна. Обсуждается роль повышенной 

экспрессии ряда цитокинов – интерлейкина 13 и 17 (IL-

13 и IL-17), а также нарушение функционирования ядер-

ных транскрипционных факторов в развитии хрониче-

ского воспаления при БА. Данное состояние вопроса де-

лает крайне актуальным дальнейшее изучение 

патогенеза хронического воспаления при БА для поиска 

и разработки новых терапевтических стратегий. 

Ядерные транскрипционные факторы представ-

ляют собой группу внутриклеточных белков, кото-

рые являются регуляторами транскрипции генов, во-

влеченных в модуляцию активности воспалительных 

процессов. К основным провоспалительным транс-

крипционным факторам относят активирующий про-

теин-1 (activator protein-1, AP-1) и ядерный фактор 

каппа B (nuclear factor-kappa B, NF-kB) [3, 4], к про-

тивовоспалительным – рецептор глюкокортикои-

дов (glucocorticoid receptor, GR) и рецепторы, акти-

вирующие пролиферацию пероксисом (Peroxisome 

proliferatoractivated receptors, PPARs) [5, 6]. Одним из 

путей реализации противовоспалительного механиз-

ма действия PPARs и GR является подавление ими ак-

тивности NF-kB и АР-1. В этой связи, взаимоотноше-

ния между данными про- и противовоспалительными 

ядерными транскрипционными факторами активно 

изучаются в настоящее время, так как они могут слу-

жить важной мишенью для управления активностью 

воспалительного процесса, в частности, при БА [7–10].
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Сигнальные пути толл-подобных рецепторов (Toll-

like receptors, TLRs) задействованы как в активации 

провоспалительных ядерных транскрипционных фак-

торов NF-kB и AP-1, так и в регуляции активности 

противовоспалительных ядерных транскрипционных 

факторов GR и PPARs [11-14]. Очевидно, что изуче-

ние взаимоотношений между TLRs и ядерными транс-

крипционными факторами позволит найти новые и 

эффективные терапевтические подходы при БА. 

В данном обзоре суммированы современные взгля-

ды на структуру, функцию TLRs и ядерных транскрип-

ционных факторов, а также на их участие в патогенезе 

хронического воспаления при БА. обсуждаются взаи-

моотношения между ними в ключе возможного исполь-

зования в качестве терапевтической мишени при БА.

В базе данных PubMed осуществлялся поиск науч-

ных публикаций по данной теме за последние 10 лет. 

В обзор включали источники информации, в которых 

освещались вопросы структуры, функционирования и 

взаимоотношений между TLRs и ядерными транскрип-

ционными факторами при БА. Информационные за-

просы включали следующую совокупность ключевых 

слов: «toll-like receptors, peroxisome proliferator-activated 

receptors, nuclear factor-kappa B, activator protein-1, 

glucocorticoid receptor, asthma». Найденные по запро-

су названия статей просматривали и в случае их соот-

ветствия тематике литературного обзора, подвергали 

анализу рефераты статей. При соответствии реферата 

критериям включения, проводили поиск и анализ пол-

нотекстового варианта статьи. 

Провоспалительные ядерные  

транскрипционные факторы 

Основные провоспалительные ядерные транскрип-

ционные факторы AP-1 и NF-kB запускают процесс раз-

вития воспалительной реакции в ответ на  воздействие 

триггерных факторов. Активированные AP-1 и NF-kB 

транслоцируются в ядро клетки и координируют транс-

крипционное репрограммирование иммунных клеток, 

стимулируя экспрессию молекул воспаления.

Активирующий протеин-1. Активирующий проте-

ин-1 является ключевым фактором транскрипции, ко-

торый регулирует широкий спектр клеточных процес-

сов, включая апоптоз, дифференцировку, миграцию и 

трансформацию клеток, а также участвует в экспрессии 

генов цитокинов [3, 15]. Активность AP-1 индуцирует-

ся рядом физиологических и экологических стимулов 

(факторы роста, нейротрансмиттеры, полипептидные 

гормоны, цитокины, УФ-влияние, бактериальные и ви-

русные инфекции) [16]. Данный белок может быть не 

только активирован данными стимулами, но и спосо-

бен контролировать экспрессию ФНО-α, интерлейки-

нов 1, 2, 4, 5, 13 (IL-1, IL-2, IL-4, IL-5, IL-13) и ряда дру-

гих цитокинов [15]. Кроме того, АР-1 участвует в регу-

ляции окислительного статуса клетки, контролируя 

защитные гены через TRE-последовательности ДНК, 

к которым он высоко специфичен. 

Активирующий протеин-1 представлен 4 подтипа-

ми: Jun (v-Jun, c-Jun, JunB, and JunD), Fos (v-Fos, 

c-Fos, FosB, Fral, and Fra2), ATF (ATF2, ATF3/LRF1, 

B-ATF, JDP1, and JDP2) и MAF (c-Maf, MafB, MafA, 

MafG/F/K, and Nrl). Данные подтипы способны обра-

зовывать димеры. Несмотря на высокую степень струк-

турной гомологии, димеры проявляют различия в спо-

собности активировать или подавлять экспрессию ге-

нов, что предполагает их специфические регуляторные 

функции. Основными и наболее изученными подти-

пами AP-1 являются Jun и Fos, однако их роль в раз-

витии БА недостаточно изучена. Ген Muc5B, который 

отвечает за  выработку слизи в дыхательных путях, со-

держит сайт AP-1 в своем промоторе. Гиперэкспрес-

сия AP-1 была обнаружена в дыхательных путях боль-

ных БА [15]. Повышенные уровни c-Fos описаны в 

экспериментальной модели БА крыс [17]. Исследова-

ниями Anna Gungl и соавт. показано, что Fra2 может 

представлять собой ключевую молекулу, координиру-

ющую сразу несколько аспектов патогенеза БА [18]. 

Поскольку AP-1 играет важную патофизиологиче-

скую роль в развитии многих хронических воспали-

тельных заболеваний, в частности, БА, в настоящее 

время интенсивно изучаются его ингибиторы.

Ядерный фактор каппа B. Ядерный фактор каппа B – 

один из важнейших мессенджеров, стимулирующих экс-

прессию генов в ответ на провоспалительные стимулы. 

NF-kB регулирует развитие и апоптоз клеток, модулиру-

ет иммунный ответ и развитие воспаления. Поэтому из-

учение сигнальных функций NF-kB необходимо для по-

иска новых терапевтических подходов при воспалитель-

ных заболеваниях. В клетках млекопитающих есть 5 

известных членов семейства NF-kB, к которым относят-

ся RelA (p65), RelB, c-Rel, p50/p105 (NF-kB1) и p52/p100 

(NF-kB2). В отсутствие активирующих влияний NF-kB 

удерживается в цитоплазме клетки ингибиторным бел-

ком (NF-kB inhibitor (IkB). Активация NF-kВ осущест-

вляется рецепторами TNFR (Tumour necrosis factor 

receptor), TLR, IL-1R (Interleukin-1 receptor). Кроме то-

го, данный фактор активируется при повреждении ДНК, 

развитии окислительного стресса. Посредством стиму-

лирующих воздействий и с участием гетеродимерной ки-

назы IkB (IkB kinase, IKK) происходит активация NF-kВ, 

который транслоцируется в ядро и инициирует выработ-

ку медиаторов воспаления [4]. 
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При БА NF-kB рассматривается как главный регуля-

тор врожденных и адаптивных иммунных реакций [19]. 

Экспрессия NF-kB значительно повышена у пациентов 

с тяжелой БА. Стимуляция сигнального пути NF-kB спо-

собствует повышению экспрессии эпителиальных цито-

кинов дыхательных путей, таких как IL-4 и TNF-α. Кро-

ме того, NF-kB регулирует гены, участвующие в воспа-

лении дыхательных путей, связанном с БА [4]. 

Ингибирование активности NF-kB нивелирует воспале-

ние и предотвращает ремоделирование дыхательных пу-

тей. Так, в исследовании J. Sun и соавт. было продемон-

стрировано, что метформин, используемый при терапии 

диабета 2 типа, посредством подавления сигнализации 

NF-kB уменьшает повреждение эпителиальных клеток 

бронхов, индуцированное липополисахаридом [20]. Ре-

зультаты Yong Wang и соавт. демонстрируют, что GRP78, 

принадлежащий к семейству белков теплового шока, спо-

собствует развитию воспалительной реакции и гипер-

продукции слизи в эпителиальных клетках дыхательных 

путей за счет активации NF-kB и AP-1 [21].

Таким образом, провоспалительные ядерные 

транскрипционные факторы играют значимую роль в 

патофизиологии хронического воспаления при БА и 

могут являться важной терапевтической мишенью. 

Противовоспалительные ядерные 

транскрипционные факторы      

Противоспалительные ядерные транскрипцион-

ные факторы GR и PPARs нивелируют процесс разви-

тия воспалительной реакции. 

Рецептор глюкокортикоидов. Рецептор GR экспрес-

сируется по всему организму и имеет несколько изо-

форм, наиболее изученными из которых являются GRα 

и GRβ [5]. Изоформа GRα опосредует транскрипци-

онную активность GR, в то время как GRβ ингибиру-

ет активность GRα. Известно, что GR находится в ци-

топлазме клетки, но после связывания с глюкокорти-

коидным лигандом транслоцируется в ядро и 

взаимодействует со специфическими последователь-

ностями ДНК, инициируя геномный ответ [22]. Как 

фактор транскрипции, GR опосредует транскрипцию 

многочисленных генов, участвующих в метаболиче-

ских процессах и иммунных механизмах, однако он 

также подавляет транскрипцию без прямого взаимо-

действия с ДНК [23].

У человека активность GR регулируется кортизо-

лом и экзогенными глюкокортикоидами (ГКС), таки-

ми как дексаметазон. Терапия БА включает в себя ин-

галяционные агонисты β2-адренорецепторов, ингаля-

ционные и системные кортикостероиды и ингибиторы 

синтеза лейкотриенов вместе с антагонистами рецепто-

ров лейкотриенов. Глюкокортикостероиды (ГКС) и 

бронходилататоры являются препаратами первой ли-

нии и наиболее часто используются для лечения БА [10]. 

Однако, при тяжелой БА, как и при хронической об-

структивной болезни легких (ХОБЛ) ГКС неэффектив-

ны и дают незначительное клиническое улучшение, что 

объясняется окислительным стрессом и повреждением 

ДНК, приводящими к увеличению экспрессии воспа-

лительных генов [24]. Кроме того, продолжительное вве-

дение ГКС приводит к многочисленным побочным эф-

фектам, снижению эффективности лечения, что обу-

словливает актуальность дальнейшего изучения 

механизмов модуляции активности воспаления при БА. 

Противовоспалительное действие ГКС реализуется за 

счет их связывания с GR [3], поэтому актуальность из-

учения данного рецептора при БА связана с его способ-

ностью к уменьшению степени выраженности воспа-

лительной реакции в бронхолегочной системе [10].

Рецепторы, активирующие пролиферацию перокси-

сом. Рецепторы PPARs входят в суперсемейство 48 гор-

мональных ядерных транскрипционных факторов, от-

вественных за метаболизм и энергетический гомеостаз 

клетки [6]. Данные рецепторы играют важную роль в 

регуляции клеточных процессов (дифференцировка, 

пролиферация, апоптоз) и воспалительных реакций. 

Все 3 изомера PPARs (PPARα, PPARβ/δ и PPARγ) име-

ют сходную структуру благодаря наличию лиганд-свя-

зывающего домена (LBD) [6]. 

PPARα экспрессируется преимущественно в пече-

ни, почках, сердце, скелетных мышцах, бурой жиро-

вой ткани, эпителиальных клетках, макрофагах, лим-

фоцитах и дендритных клетках слизистой оболочки 

дыхательных путей [25]. Активация PPARα снижает 

продукцию провоспалительных медиаторов (TNF-α, 

IL-1, IL-6 и IL-8). С другой стороны, активированный 

PPARα может индуцировать выработку противовоспа-

лительных агентов (IL-10), что подтверждает его мо-

дулирующее влияние на активность воспаления. 

PPARβ/δ (PPARδ, PPARβ, hNUC1, FAAR) экс-

прессируется во всех органах и тканях, наиболее вы-

раженно в мозге, печени, коже, жировой ткани, ске-

летных мышцах. PPARβ/δ участвует в окислении жир-

ных кислот, регулирует уровень глюкозы в крови, 

предотвращает развитие ожирения, участвует в про-

цессах заживления ран [26].

PPARγ экспрессируется практически во всех тка-

нях и клетках, однако преимущественно в жировой 

ткани, толстой кишке и селезенке. Этот рецептор яв-

ляется участником воспалительных реакций [27], ре-

гулятором клеточного гомеостаза, энергетического об-

мена [28] и иммунной системы легких [29]. 
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Обзоры

Все изомеры PPARs экспрессируются в легочном 

эпителии, эндотелии, фибробластах, макрофагах и игра-

ют важную роль в гомеостазе бронхолегочной системы 

[25, 29]. Так, PPARγ участвует в воспалении и ремоде-

лировании дыхательных путей при БА [30]. Активация 

PPAR-γ подавляет гиперреактивность дыхательных пу-

тей, лейкоцитарную инфильтрацию и приток эозино-

филов, угнетает провоспалительную продукцию хемо-

кинов и цитокинов Th-2 типа [31]. Дефицит PPARγ спо-

собствует развитию гиперреактивности дыхательных 

путей и ремоделированию бронхов [32]. В то же время, 

уровень PPARγ при БА может изменяться в зависимо-

сти от стадии воспаления, что требует пристального 

внимания при интерпритации результатов [27]. Лиганд-

индуцированная активация PPARs эффективна в тера-

пии БА. Агонисты PPAR оказывают противовоспали-

тельное действие путем подавления провоспалительных 

медиаторов и функций различных провоспалительных 

клеток, имеющих отношение к патофизиологии БА [27]. 

Можно заключить, что противоспалительные ядер-

ные транскрипционные факторы (GR и PPARs) вовле-

чены в патогенез хронического воспаления при БА и 

должны быть предметом пристального изучения для 

разработки эффективных терапевтических стратегий 

для даннной патологии. 

Взаимоотношения провоспалительных  

и противоспалительных ядерных 

транскрипционных факторов 

Противовоспалительные факторы непосредствен-

но влияют на некоторые гены и подавляют транскрип-

ционную активность АР-1 и NF-kB. 

В состоянии покоя NF-kB удерживается в цитоплаз-

ме клетки ингибиторным белком IkB (NF-kB inhibitor, 

IkB). Активация NF-kВ осуществляется рядом рецеп-

торов, в том числе TLRs, при повреждении ДНК и раз-

витии окислительного стресса. Посредством участия ге-

теродимерной киназы IKK (IkB kinase, IKK) происхо-

дит деградация белка IkB и активация NF-kВ.  Далее 

NF-kВ транслоцируется в ядро и координирует репро-

граммирование иммунных клеток, стимулируя экспрес-

сию молекул воспаления [4]. Влияние провоспалитель-

ных факторов на NF-kB сопровождается синтезом про-

стагландинов D
2
 и E

2
 (PGD

2
 и PGE

2
), активирующих 

PPARs [11]. Активированные PPARs (все изоформы) 

ингибируют NF-kB, подавляя воспалительные реакции. 

Возможные механизмы инактивации NF-kB вклю-

чают прямое связывание PPARγ с NF-kB, которое при-

водит к протеолитической деградации NF-kB [33]. Кос-

венное влияние PPARs происходит за счет стимуляции 

выработки антиоксидантных ферментов и снижения 

концентрации активных форм кислорода, вовлечен-

ных в патогенез воспаления. 

PPARα и PPARγ могут ингибировать ацетилирова-

ние NF-kB и, соответственно, активацию этого фактора 

[34]. Активация PPARα повышает экспрессию сиртуина 

1 (SIRT1), который ингибирует функцию NF-kB [35]. 

Влияние PPARα на SIRT1 зависит от AMP-

активированной протеинкиназы (AMPK). Активация 

AMPK приводит к фосфорилированию Р300, что снижа-

ет активность последнего фермента. Тем не менее SIRT1 

и AMPK являются ферментами, которые активируют 

друг друга. Установлено, что PPARα и PPARγ также по-

вышают экспрессию IkBa – белка семейства IkB, связы-

вающего NF-kB во время воспалительных реакций [36]. 

Активация PPARβ/δ также нарушает функцию NF-kB. 

В результате воспалительные реакции, вызванные высо-

кой концентрацией глюкозы, активацией рецептора 

TNFa, IL-1β или активацией TLR4, снижаются [7]. 

GR-опосредованная модуляция активности вос-

палительных генов обусловлена связыванием проти-

вовоспалительного фактора GR с провоспалительны-

ми транскрипционными факторами AP-1 и NF-kB. На-

рушение взаимоотношений между GR и NF-kB, 

обладающих противоположными механизмами дей-

ствия, составляет важную часть иницииации и про-

грессирования хронического воспаления [8]. Данные 

транскрипционные факторы могут быть основными 

кандидатами для развития воспалительной дисрегуля-

ции из-за их быстрой активации и способности регу-

лировать сотни генов одновременно [37]. Кроме того, 

GR является мощным ингибитором активности AP-1, 

что обусловливает популярность его изучения в каче-

стве мишени для противовоспалительной терапии [9]. 

Толл-подобные рецепторы. Толл-подобные рецепто-

ры (TLRs1–13), относящиеся к 1 из 4 семейств рецеп-

торов распознавания паттерна или образ-распознаю-

щих рецепторов (pattern recognition receptors, PRRs), яв-

ляются участниками врожденных и адаптивных 

иммунных реакций, вовлеченных в инициацию воспа-

ления [38]. TLRs способны распознавать патоген-ассо-

циированные молекулярные паттерны (pathogen-

associated molecular pattern, PAMPs) и молекулярные 

паттерны, ассоциированные с повреждением (damage-

associated molecular pattern, DAMPs). Лигандами для 

TLRs, экспрессируемых на мембране клетки (TLR1, 

TLR2, TLR4, TLR5, TLR6 и TLR10), служат компонен-

ты микробных мембран, бактериальные протеины и 

белки вирусов, для эндосомальных TLRs (TLR3, TLR7, 

TLR8 и TLR9) – нуклеиновые кислоты микробов. 

Структура TLRs представлена LRR доменом 

(Leucine-Rich Repeat domain) и TIR доменом (Toll/
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interleukin-1 receptor and Resistance domain) [39]. Все TLRs 

(кроме TLR3) посредством TIR домена передают сигнал 

через адапторные молекулы на киназы, активирующие 

факторы NF-kB, AP-1 и IRF [38]. К адапторным молеку-

лам относят MyD88 (myeloid differentiation protein 88, 

TIRAP (TIR-доменсодержащие адапторы), TICAM1 

(TIR-domain-containing adapter-inducing interferon-β, 

TRIF), TICAM2 (TIR-containing adaptеr molecule). Все 

TLRs реализуют свое действе через MyD88, кроме TLR3, 

передающего сигнал через TRIF. TLR4 активирует как 

MyD88-зависимые, так и TRIF-зависимые сигнальные 

пути, что делает его уникальным рецептором, распозна-

ющим значительное количество лигандов [39]. 

TLRs локализованы на поверхности клеток иммун-

ной системы (макрофаги, дендритные, тучные клетки, 

нейтрофилы, базофилы, В- и Т- лимфоциты, натураль-

ные киллеры) и на неиммунных клетках (фибробла-

сты, эпителиальные клетки, кератиноциты). TLRs не 

только широко экспрессируются в клетках дыхатель-

ных путей, но и представляют собой первую линию за-

щиты слизистой оболочки, участвуя в распознавании 

и устранении патогенных микроорганизмов и аллер-

генов воздушной среды [40]. 

Изучение функционирования TLRs может являть-

ся эффективным направлением для подавления вос-

паления, эозинофилии и гиперреактивности дыхатель-

ных путей, наблюдаемых при БА [39]. Растущее коли-

чество научных данных указывает на важную роль 

TLRs в патофизиологии БА [38, 41, 42]. Стоит отме-

тить, что модуляция TLRs-сигнализации может быть 

направлена как на активацию, так и на разрешение 

воспалительной реакции в дыхательных путях [38, 43]. 

Тучные клетки экспрессируют большинство TLRs 

и участвуют в индукции секреции цитокинов и хемо-

кинов, инициирующих Th2-тип иммунного ответа [44]. 

Активация базофильных TLRs сопровождается увели-

чением продукции IL-4, IL-8 и IL-13. Стимуляция 

TLRs на эозинофилах также приводит к высвобожде-

нию цитокинов, вовлеченных в развитие Th2-

иммунного ответа [45]. Кроме того, TLRs индуцируют 

окислительный стресс и стимулируют высвобождение 

факторов роста и цитокинов, связанных с ремодели-

рованием дыхательных путей [19]. 

В настоящее время в патогенезе БА активно изу-

чается роль как эндосомальных TLRs, так и TLRs, экс-

прессируемых на клеточной мембране [41]. 

Активация аллергенами рецепторов, экспрессируе-

мых на клеточной мембране (преимущественно TLR2 и 

TLR4), сопровождается формированием Th2-ответа и 

развитием аллергического воспаления [40]. Активация 

агонистов TLR2 приводит как к ингибированию разви-

тия БА [43], так и может способствовать ее развитию [46]. 

Эндосомальные TLRs (TLR3, TLR7, TLR8 и TLR9) свя-

заны с индукцией астматического воспаления и разви-

тием обострений БА в ответ на вирусные и бактериаль-

ные инфекции [42]. Все эндосомальные TLRs распозна-

ют нуклеиновые кислоты микробов, TLR3, TLR7 и TLR8 

– РНК, а TLR9 распознает ДНК. Механизмом усиления 

воспаления дыхательных путей при присоединении ви-

русной инфекции является активация TLR3. TLR7/8 мо-

гут быть ответственны за обострение БА при развитии 

вирусной инфекции [45]. Активация TLR9 способству-

ет развитию Тһ1-типа иммунного ответа и снижению 

уровня цитокинов Th2-типа (IL-4, -5, -12; IL-1β). Веро-

ятно, усиление Тһ1-типа иммунного ответа может быть 

механизмом, с помощью которого TLR9 ингибирует ак-

тивацию воспаления Тһ2-типа. TLR9 вовлечен в обостре-

ние БА при возникновении вирусной инфекции [45]. 

Таким образом, TLRs (эндосомальные и экспрес-

сируемые на клеточной мембране) играют немаловаж-

ную роль в патофизиологии БА и могут являться пер-

спективной мишенью для купирования хронического 

воспаления дыхательных путей. 

Взаимоотношения толл-подобных рецепторов  

и провоспалительных ядерных транскрипционных 

факторов при бронхиальной астме

Сигнальные пути TLRs задействованы в активации 

провоспалительных транскрипционных факторов, таких 

как NF-kB (через IKKa/IKKß), AP-1 (через MAPS) и IRF. 

TLRs вовлечены в механизм ремоделирования дыхатель-

ных путей [19] через активацию провоспалительного  

NF-kB [13]. TLR4 активирует NF-kB через MyD88-

зависимые и MyD88-независимые пути, стимулируя про-

дукцию провоспалительных факторов. Существуют дан-

ные, указывающие, что экспрессия TLR2 увеличивает 

продукцию стромального лимфопоэтина тимуса (thymic 

stromal lymphopoietin, TSLP) через NF-kB и JNK сигналь-

ные пути, предрасполагая к инициации воспаления Th2-

типа, играющего важную роль в патогенезе БА [14]. Экс-

прессия TLR2 у больных БА значительно выше, чем у 

здоровых лиц. В то же время, дефицит TLR2 нарушает 

секрецию TSLP, блокируя развитие Th2-ответа. Данные 

результаты показывают провоспалительную роль эпите-

лиальных клеток дыхательных путей, реализующуюся че-

рез TLR2-зависимую продукцию TSLP.  

В исследовании H. Jiang и соавт. была выдвинута 

гипотеза, что взаимоотношения между TLR4, NF-kB и 

амфотерином (High mobility group box 1, HMGB1) мо-

гут иметь важное значение в патогенезе БА [47]. Амфо-

терин, или ядерный белок HMGB1, является цитоки-

новым медиатором, который пассивно высвобождает-
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ся из поврежденных и некротических клеток, а также 

секретируется иммунными клетками после их стимуля-

ции липополисахаридом, TNF-α или IL-1. Данный бе-

лок относится к DAMPs. Являясь важным эндогенным 

провоспалительным фактором, HMGB1 участвует в па-

тогенезе многих заболеваний, в частности БА [48]. 

HMGB1 способствует высвобождению цитокинов че-

рез митоген-активированную протеинкиназу (MAPK), 

ERK1/2 и NF-kB пути. HMGB1 также активирует TLR 

2 и TLR4, что приводит к инициированию воспаления 

через MyD88 и NF-kB и высвобождению провоспали-

тельных цитокинов (IL-β, IL-10, IL-12, TNFa).

В обзоре Mishra Vikas и соавт. были суммированы 

данные об участии TLRs и NF-kB в механизме обостре-

ния БА и их связи с окислительным стрессом [49]. При 

определенных концентрациях активные формы кис-

лорода могут влиять на клеточные сигнальные пути и 

молекулы на цитоплазматическом и ядерном уровнях. 

В этом контексте окислительная модуляция TLRs и 

NF-kB имеет важное значение для терапевтического 

контроля БА. 

Таким образом, TLRs вовлечены в активацию про-

воспалительных транскрипционных факторов NF-kB 

и AP-1 и развитие хронического воспаления при БА. 

Взаимоотношения толл-подобных рецепторов  

и противоспалительных ядерных 

транскрипционных факторов  

при бронхиальной астме

Противовоспалительное действие ГКС реализуется 

за счет их связывания с GR, который подавляет актив-

ность транскрипционных факторов, регулирующих экс-

прессию NF-kB, AP-1 и IRF. Данный механизм известен 

как трансрепрессия и является основной мишенью для 

действия ГКС [3]. С другой стороны, ГКС также пода-

вляют TLR-сигнализацию через индукцию эндогенных 

ингибиторов (например, MKP-1 и GILZ) [37]. Важной 

мишенью действия ГКС является TLR-зависимая про-

дукция интерферона. Так, введение ГКС сопровожда-

лось усилением регуляции сигнального пути PPAR, что 

приводило к ослаблению/подавлению продукции TLR-

зависимого интерферона [50]. Центральной воспалитель-

ной молекулой в PRR-путях, играющих значимую роль 

в индукции и прогрессировании воспаления, является 

рецептор NLRP3 (nod-like receptor with pyrin domain 

containing 3). В свою очередь, TLR2 играет важную роль 

в регулировании воспаления посредством NLRP3 [51]. 

Вышеизложенное указывает на тесную связь противо-

воспалительных факторов GR и PPARs с TLRs.

Интересно, что существует достаточно доказа-

тельств, демонстрирующих двусторонние взаимосвя-

зи между TLRs и PPARs [12]. Так, активация TLRs со-

провождается гиперэкспрессией PPARβ/δ и подавле-

нием активности PPARα и PPARγ через NF-kB [11]. 

Эксперименты in vitro показали, что TLR4 участвует 

в прогрессировании иммуноглобулиновой нефропатии 

(IgAN) путем индукции провоспалительных цитокинов, 

агонисты PPARγ оказывают противовоспалительное дей-

ствие путем подавления экспрессии и активности TLR4 

[52]. Активация PPARγ подавляет пролиферацию и ин-

дуцирует апоптоз раковых клеток пищевода путем инги-

бирования TLR4-зависимого MAPK-пути [53]. Стоит от-

метить, что следствием ослабленной экспрессии PPARs 

является повышение уровня провоспалительных цито-

кинов и инициация воспалительной реакции. Эти ре-

зультаты показывают, что существует перекрестная связь 

между PPARs и TLRs, которая регулирует воспалитель-

ную реакцию при различных заболеваниях. Понимание 

противоположных регуляторных эффектов и связанных 

с ними механизмов влияния TLRs и PPAR на воспали-

тельный сигнальный каскад является крайне важным и 

может привести к разработке альтернативных стратегий 

профилактики и лечения БА.

Представленные данные свидетельствуют, что как 

стимуляция PPARs может влиять на уровень экспрес-

сии TLRs, так и TLRs обладают способностью моду-

лировать экспрессию PPARs. Взаимоотношения меж-

ду PPARs и TLRs и их способность оказывать влияние 

на активность NF-kB могут быть важной терапевтиче-

ской мишенью в лечении БА.

заключение

Бронхиальная астма является хроническим, гете-

рогенным воспалительным заболеванием c сложным 

этиопатогенезом и прогрессирующим течением. Не-

смотря на эффективность традиционных методов ле-

чения БА, у ряда пациентов сохраняются частые обо-

стрения при быстро прогрессирующем ухудшении ле-

гочной функции. Среди причин недостаточной 

эффективности терапии при некоторых фенотипах БА, 

обсуждается роль повышенной экспрессии ряда цито-

кинов и нарушение функционирования и взаимоот-

ношений ядерных транскрипционных факторов. 

Механизмы, связанные с развитием и прогресси-

рованием БА, обусловлены активацией внутриклеточ-

ных сигнальных путей и воспалительных генов в ответ 

на действие аллергенов и других триггеров. Ядерные 

транскрипционные факторы являются регуляторами 

транскрипции генов, вовлеченных в модуляцию ак-

тивности воспалительных процессов. К провоспали-

тельным ядерным транскрипционным факторам отно-

сят AP-1 и NF-kB, к противовоспалительным – GR и 
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PPARs. Между про- и противовоспалительными фак-

торами существует тесная взаимосвязь. Так, PPARs 

проявляют противовоспалительный эффект через 

ингибирование провоспалительного фактора NF-kB.  

GR-опосредованная модуляция активности воспа-

лительных генов обусловлена связыванием противо-

воспалительного фактора GR с провоспалительными 

транскрипционными факторами AP-1 и NF-kB. На-

рушение взаимоотношений  про- и противовоспали-

тельных факторов приводит к иницииации и прогрес-

сированию хронического воспаления.

Толл-подобные рецепторы – участники врожден-

ных и адаптивных иммунных реакций, также вовлече-

ны в инициацию воспаления. Стоит отметить, что мо-

дуляция TLRs-сигнализации может быть направлена 

как на активацию, так и на разрешение воспалитель-

ной реакции в дыхательных путях. Сигнальные пути 

TLRs прежде всего направлены на активацию NF-kB 

и AP-1, провоспалительная активность которых пода-

вляется посредством влияния PPARs и GR. В то же вре-

мя, TLRs также обладают способностью модулировать 

экспрессию PPARs, а PPARs способны влиять на уро-

вень экспрессии TLRs. 

Таким образом, между TLRs и ядерными транс-

крипционными факторами существуют взаимоотно-

шения, которые могут быть точкой приложения для 

терапии БА.
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При плоскоклеточном раке полости рта основной причиной летальных исходов является метастазирование в регионар-

ные лимфатические узлы� Злокачественный рост и формирование метастазов напрямую зависят от степени кровоснабже-

ния первичного очага новообразования� Известно, что по мере прогрессирования опухолевый процесс сопровождается 

нарушением сбалансированной в норме системы регуляции ангиогенеза с превалированием уровня ангиогенных стиму-

ляторов над ингибиторами� В связи с этим, использование антиангиогенных средств является патофизиологически обо-

снованным методом борьбы со злокачественным ростом� В обзоре обсуждаются данные доклинических исследований  

участия эндостатина, природного ингибитора ангиогенеза, в процессах подавления прогрессии и метастазирования пло-

скоклеточного рака челюстно-лицевой области� Проанализированы патогенетические механизмы ингибирования эндо-

статином опухолевого роста в экспериментальных моделях рака полости рта� Эндостатин можно рассматривать в каче-

стве потенциального противоопухолевого средства для лечения данной нозологии�
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Показатель заболеваемости злокачественными но-
вообразованиями полости рта на территории Россий-
ской Федерации за последнее десятилетие имеет тен-
денцию к увеличению, занимая 5-е место по темпам 
прироста среди всех впервые выявленных случаев зло-
качественных новообразований (прирост 36,36% за 
2008–2018 гг.) [1]. В общей структуре онкологических 
заболеваний полости рта плоскоклеточный рак слизи-
стой оболочки диагностируется в 90% случаев и харак-
теризуется быстрым темпом роста и ранним распростра-
нением метастазов [2–5]. Несмотря на достигнутые 
успехи в диагностике и комплексном лечении, показа-
тель смертности при плоскоклеточной карциноме по-
лости рта (ПКПР) остается относительно высоким [6, 7]. 
Основной причиной летального исхода при указанном 
диагнозе значится метастазирование в регионарные 
лимфатические узлы [8]. Являясь важным прогности-
ческим фактором, данный процесс определяет пятилет-
нюю выживаемость пациентов [9, 10]. 

Неоангиогенез, образование новых кровеносных 
сосудов, играет решающую роль как при становлении 
опухолевого процесса, так и при формировании мета-
стазов [11]. Условно в течении канцерогенеза можно 
выделить  2 фазы: аваскулярную и васкулярную. На 
начальном этапе система регуляции ангиогенеза со-
храняет баланс между позитивными и негативными 
сигналами в опухолевом микроокружении, что соот-
ветствует бессосудистой фазе онкогенеза [12]. Ввиду 
отсутствия должной системы кровоснабжения, об-
мен веществ в опухоли на данном этапе реализуется 
путем диффузии питательных веществ и продуктов 
катаболизма. В этом случае ограниченный базаль-
ной мембраной патологический процесс не превы-
шает 1–2 мм в диаметре и не имеет признаков ин-
вазии в подлежащие ткани [13]. По мере прогресси-

рования опухоль вступает во 2-ю фазу, при которой 
равновесие между стимуляторами и ингибиторами 
ангиогенеза нарушается, и опухолевые клетки начи-
нают усиленно секретировать проангиогенные фак-
торы (фактор роста эндотелия сосудов VEGF, основ-
ной фактор роста фибробластов bFGF, эпидермаль-
ный фактор роста EGF) [14]. Так запускается процесс 
неоангиогенеза, главной задачей которого является 
доставка кислорода и питательных веществ к ново-
образованию. В итоге, опухолевый процесс приобре-
тает злокачественный характер течения, что сопрово-
ждается увеличением первичного очага, его инвази-
ей и метастазированием. Показано, что повышенная 
экспрессия проангиогенного фактора VEGF в тканях 
плоскоклеточной карциномы полости рта ассоци-
ирована с неблагоприятным клиническим исходом 
заболевания [15, 16]. Кроме того, при исследовании 
уровня васкуляризации рака челюстно-лицевой об-
ласти установлена прямая корреляция между плотно-
стью микроциркуляторного русла опухолевого оча-
га  и  активностью метастазирования [17, 18]. Таким 
образом, развитая сеть кровеносных сосудов, с од-
ной стороны, поддерживает высокий уровень обме-
на веществ в очаге малигнизации, а с другой – слу-
жит путем распространения раковых клеток по всему 
организму. Использование в этой ситуации антиан-
гиогенных средств может быть эффективным с точ-
ки зрения ограничения роста опухоли и минимиза-
ции метастазирования [19]. 

Одним из компонентов системы ингибирования 
ангиогенеза является эндостатин, полипептид с моле-
кулярной массой 20 кДа, представляющий собой 
С-терминальный фрагмент коллагена XVIII [20]. С мо-
мента открытия эндостатина в 1997 г. проведено нема-
ло исследований, посвященных изучению его антиан-
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гиогенных свойств [21–23]. Наряду с этим известны 
случаи прямого антионкогенного эффекта полипеп-
тида на раковые клетки различного происхождения 
[24–28]. Однако, несмотря на значительный объем на-
копленных знаний о противоопухолевой активности 
эндостатина, до сих пор не был проведен комплекс-
ный анализ молекулярных основ и патогенетических 
механизмов ингибирования эндостатином ПКПР. 

Способность эндостатина угнетать неоангиогенез 
в очаге малигнизации реализуется воздействием сразу 
на несколько путей внутриклеточной передачи сигна-
лов. Доказано, что природный ингибитор ангиогене-
за снижает показатели выживаемости эндотелиоцитов 
путем активации  апоптоза. Запуск механизма запро-
граммированной гибели клеток происходит за счет 
подавления синтеза антиапоптотического белка Bcl-2 
[29]. Также продемонстрировано участие эндостатина 
в регуляции клеточного цикла. Воздействуя опосредо-
ванно через систему инактивации Циклина D1, поли-
пептид блокирует переход клеток из G1 в S фазу, что в 
конечном итоге тормозит пролиферацию эндотелиоци-
тов [30]. Примечательно, что помимо антипролифера-
тивного эффекта, эндостатин также выполняет функ-
цию ингибитора миграционной активности эндотели-
альных клеток [31]. В частности, антимиграционный 
эффект полипептида реализуется через интегрино-
вые рецепторы типа α

5
β

1, 
являющиеся непосредствен-

ными эффекторами онкогенных сигнальных путей 
FAK/MEK/ERK1 и FAK/MEKK/p38 [32, 33]. В связи 
с тем, что пролиферация и миграция эндотелиоцитов 
обеспечивают нормальное течение ангиогенеза, нару-
шение этих этапов влечет за собой деградацию сосу-
дистой сети [34, 35]. Итогом перечисленных процес-
сов является угнетение роста первичного опухолевого 
очага за счет уменьшения объема доставки необходи-
мых питательных веществ. Кроме того, лишение но-
вообразования должного кровоснабжения позволяет 
ограничить   распространение раковых клеток и фор-
мирование метастазов. 

Несмотря на доказанную противоопухолевую эф-
фективность эндостатина внедрение его в клиниче-
скую практику весьма ограничено. Лишь в Китае че-
ловеческий рекомбинантный эндостатин, запатенто-
ванный под названием ENDOSTAR®, одобрен для 
лечения немелкоклеточного рака легких [36]. Одна-
ко, использование антионкогенного потенциала эн-
достатина в терапии ПКПР может быть не менее эф-
фективным ввиду анатомических и патофизиологи-
ческих особенностей данного типа опухоли. Прежде 
всего, это обильная васкуляризация злокачественных 
новообразований челюстно-лицевой области, которая 

значительно усугубляет лечение онкологических па-
циентов, существенно повышая риск возникновения 
осложнений в виде кровотечений [37, 38]. Кроме то-
го, результаты недавних исследований  свидетельству-
ют о существенном снижении уровня белка эндоста-
тина в сыворотке крови пациентов с ПКПР по срав-
нению со здоровыми людьми. Авторами статьи также 
продемонстрирована статистически значимая ассоци-
ация между концентрацией эндостатина и стадией зло-
качественного новообразования [39]. Интересно, что 
подобная закономерность прослеживается и для экс-
прессии эндостатина непосредственно в тканях опу-
холевого очага. Так, при проведении иммуногистохи-
мического анализа образцов ПКПР без метастазиро-
вания в 100% случаев была выявлена средняя степень 
экспрессии эндостатина, в то время как в группе мета-
стазирующего рака только в 30% случаев наблюдалась 
средняя интенсивность, а в остальных 70% слабая [40]. 

Принимая во внимание имеющиеся данные, ло-
гично предположить, что механизм активации анти-
ангиогенного потенциала при опухолевом процессе 
может быть использован в лечении ПКПР. Действи-
тельно, в экспериментальном исследовании Z. Adhim 
и соавт. показано, что использование аденовируса 
E10A, несущего ген эндостатина, в клеточных культу-
рах рака челюстно-лицевой области приводит к ста-
бильной экспрессии данного полипептида in vitro [41]. 
Кроме того, авторами продемонстрирован значитель-
ный эффект ингибирования роста ксенографтных опу-
холей указанного типа при введении E10A в комбина-
ции с цисплатином. В образцах опухолевых тканей экс-
периментальной группы животных выявлено значимое 
снижение плотности микроциркуляторного русла по 
отношению к группе, получавшей химиотерапевтиче-
ский препарат в виде монотерапии. На основании по-
лученных данных авторами был сделан вывод о целе-
сообразности применения эндостатина в комбиниро-
ванной терапии ПКПР.

Наряду со своей главной функцией ингибито-
ра ангиогенеза, эндостатин способен оказывать не-
посредственное противоопухолевое  действие, в том 
числе и на клетки ПКПР. В работе R.P.Wilson и со-
авт. продемонстрирована эффективность эндостати-
на как средства, подавляющего миграцию и инвазию 
клеточных линий ПКПР путем изменения активно-
сти транскрипционных факторов NF-kB и AP-1 [42]. 
Известно, что под контролем сигнальных путей NF-
kB и AP-1 находятся множество генов, ответствен-
ных за опухолевую прогрессию [43]. Также в ходе 
данного исследования установлен механизм реали-
зации противоопухолевого потенциала полипептида 
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за счет подавления экспрессии матриксных металло-
протеиназ-9, -10 и фактора роста эндотелия сосудов. 
Представляют интерес данные, полученные группой 
финских ученых в экспериментах с плоскоклеточным 
раком языка [44]. С помощью in vitro метода желати-
новой зимографии проведен анализ активности ма-
триксных металлопротеиназ-2, -9 и -13 в опухолевых 
клеточных линиях, подвергшихся лечению эндостати-
ном. В результате зафиксировано, что под действием 
природного ингибитора ангиогенеза блокируется пре-
образование протеолитических ферментов в активные 
формы. Данный эффект имеет весьма важную тера-
певтическую значимость, ведь процесс инвазивного 
роста новообразования непосредственно связан с ак-
тивностью секретируемых раковыми клетками проте-
иназ [45]. В литературе имеются указания на наличие 
прямой корреляционной зависимости между экспрес-
сией матриксных металлопротеиназ и метастазирова-
нием в регионарные лимфатические узлы при ПКПР 
[46]. Другое исследование раскрывает механизм пря-
мого противоопухолевого действия эндостатина в ус-
ловиях характерной для опухолевого очага гипоксии. 
Группой ученых под руководством C. Hebert открыта 
способность полипептида подавлять экспрессию фак-
тора VEGF посредством контроля образования уров-
ня оксида азота, вырабатываемого клетками ПКПР 
[47]. Кроме того, установлено, что при использова-
нии ингибиторов синтеза оксида азота совместно с 
эндостатином, имеет место потенцирование антими-
грационного и антиинвазивного эффекта в отноше-
нии опухолевых клеток. Обращает на себя внимание 
экспериментальная работа японских ученых, посвя-
щенная изучению механизмов влияния эндостатина 
на лимфогенное метастазирование ПКПР [48]. С од-
ной стороны, в условиях in vitro полипептид не был 
способен снизить пролиферацию самих раковых кле-
ток. Однако, терапия природным ингибитором ангио-
генеза сопровождалась регрессией роста ксенографтов 
плоскоклеточного рака полости рта. При проведении 
гистологического исследования образцов опухолевых 
тканей обнаружено уменьшение числа кровеносных 
и лимфатических сосудов в группе с эндостатином по 
сравнению с контрольной. Анализ экспрессии фак-
тора VEGF-С, маркера лимфатических сосудов, вы-
явил значительное снижение синтеза данного белка 
в образцах, подвергшихся воздействию полипепти-
да. Таким образом, антионкогенная активность эн-
достатина в условиях in vivo возможна благодаря ин-
гибированию лимфангиогенеза в опухолевом очаге.  

Весьма противоречивыми являются данные фин-
ских исследователей о характере воздействия эндо-

статина на ПКПР [49]. Согласно результатам имму-
ногистохимического анализа показателя Ki-67, ин-
декс пролиферативной активности опухолевых клеток, 
трансфецированных геном эндостатина, превышает 
аналогичный показатель в тканях контрольной груп-
пы. Кроме того, показан механизм супрессии апопто-
за эндостатином за счет снижения уровня активной 
каспазы-3 в раковых клетках. Это единственный при-
мер, иллюстрирующий активирующее действие по-
липептида на пролиферацию опухолевых клеток. Тем 
не менее, в ходе дальнейших экспериментов проде-
монстрирована способность эндостатина ингибиро-
вать инвазию ПКПР в условиях in vitro и in vivo, а так-
же миграцию гингивальных фибробластов из опухо-
левого окружения. 

Проведенный нами анализ опубликованных экспе-
риментальных исследований, посвященных изучению 
воздействия эндостатина на ПКПР, позволяет сделать 
вывод о способности природного ингибитора ангиоге-
неза подавлять прогрессию злокачественных новооб-
разований челюстно-лицевой области за счет ингиби-
рования неоангиогенеза и метастазирования. Следует 
отметить, что противоопухолевый эффект эндостати-
на – это результат комплексного воздействия на рако-
вые клетки, эндотелиоциты и компоненты опухолево-
го микроокружения. Таким образом, приведенные ар-
гументы доказательно обосновывают перспективность 
дальнейших исследований в указанном направлении. 
В данной ситуации крайне важным становится глу-
бокое понимание патогенетических механизмов опу-
холевого процесса с целью оптимизации применения 
эндостатина и создания на его основе новых методов 
лечения, способных ингибировать развитие плоско-
клеточного рака полости рта.
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Введение

Актуальной задачей  медицины является создание 

клеточных моделей, содержащих патогенные мутации, 

с целью изучения патогенеза и разработки лекарствен-

ной терапии различных патологий [1-5]. Например, 

такие цибридные модели были созданы для исследо-

вания патогенеза атрофии зрительных нервов Лебера, 

болезни Паркинсона, синдрома MELAS, болезни Аль-

цгеймера, ВИЧ, синдрома Ли [1-5]. Однако до сих пор 

не было создано цибридных клеточных моделей для 

изучения патогенеза атеросклероза.

Следует отметить, что одним из самых тяжелых за-

болеваний 21 века является атеросклероз [6–10]. Дан-

ное заболевание является одной из важнейших причин 

развития сосудистых катастроф (инфаркт, ишемиче-

ский инсульт), причиной смерти большого количества 

людей [11-15]. Одной из причин атерогенеза считается 

митохондриальная дисфункция [16–20]. Установлена 

ассоциация атеросклеротических поражений артерий 

с митофагией [16–18]. Выявлены сигнальные пути, с 

помощью которых дисфункция митохондрий связа-

на с окислительным стрессом, а также с уменьшени-

ем длины теломер и атеросклерозом [18–21]. Обнару-

жено, что метаболические заболевания могут привести 

к повреждению мембраны митохондрий. Эти  повреж-

дения могут быть причиной митохондриальной дис-

функции, которая сопровождается окислительным 

стрессом, приводящим к возникновению атероскле-

ротических поражений сосудов [22–26]. 

В настоящей работе была предпринята попытка 

создания цибридных моделей, содержащих атеро-

генную мутацию митохондриального генома. Соз-

даны четыре цибридные культуры с высоким уров-

нем гетероплазмии  по мутации m.12315G>A, ко-

торая  локализована в гене MT-TL2 кодирующего 

региона митохондриального генома. Результатом 

данной мутации может быть дисфункция транспорт-

ной РНК-Лейцин (кодон узнавания CUN). При этом 

снижается уровень синтеза митохондриальных бел-

ков на рибосоме. 

Методика

Метод создания безмитохондриальных (rho0) куль-

тур. При получении безмитохондриальных  клеток ис-

пользовался метод M. Kинга и Г. Аттарди [16]. После-

довательность создания  безмитохондриальных клеток 

была следующей:

1. На первом этапе проверялась возможность соз-

дания rho0-клеток (клетки, которые потеряли митохон-

дрии в результате химического воздействия). Культуру 

моноцитарного происхождения ТНР-1 культивирова-

ли в ростовой среде. Было использовано 2 варианта:

1) культивирование с добавлением уридина и бро-

мистого этидия.

 2) культивирование с добавлением только броми-

стого этидия. 

Среда для роста клеток содержала пируват и глю-

козу в концентрации, указанной для полной среды 

DMEM. Авторами статьи были определены следую-

щие условия для культивирования ТНР-1, с целью  соз-

дания rho0-клеток:

1) определено время культивирования клеток 

ТНР-1.

2) определена концентрация добавок к среде для 

культивирования клеток ТНР-1.

2. На втором этапе проводилось непосредствен-

но создание rho0-клеточной линии. Клетки натив-

ной культуры ТНР-1 были помещены в ростовую сре-

ду с добавлением уридина и бромистого этидия. При 

этом бромистый этидий блокировал мтДНК. Возника-

ла митохондриальная дисфункция. Затем данная ли-

ния клеток была помещена в среду только с уридином 

(бромистый этидий в среде отсутствовал). В процес-

се культивирования на такой среде клетки теряли все 

функционирующие митохондрии –  они становились 

безмитохондриальными (rho0). 

После этого проводилась проверка, является ли 

данная rho0-клеточная линия устойчивой и долгожи-

вущей в подобранных нами условиях. Затем проводил-

ся анализ количества копий митохондриального гено-

ма в rho0-культуре. Если количество копий мтДНК в 
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безмитохондриальной культуре было значительно 

меньше, чем в нативной культуре ТНР-1, или они во-

обще отсутствовали, то считалось, что безмитохондри-

альная культура получена.

В процессе создания rho0-клеток и цибридных 

культур были использованы для приготовления росто-

вой среды следующие реактивы: эмбриональная бы-

чья сыворотка (10% от общего объема); RPMI-1640; 

бета-меркаптоэтанол (2х10-5 М); 100-кратный пени-

циллин-стрептомицин (пенициллин – 50 ед/мл, стреп-

томицин – 50 мкг/мл); d-глюкоза (2500 мг/л); 

L-глутамин (300 мг/л); пируват натрия (110 мкг/л). 

Для приготовления 10-кратного цитрата натрия ис-

пользовались: физиологический раствор (0,15М NaCl); 

цитрат натрия (Na3C6H5O7 •2Н20) тринатриевой со-

ли, дигидрат); полиэтиленгликоль 1500 (42% от обще-

го объема); DMEM [-Ca2+] (9,5 мл); диметилсульфок-

сид (ДМСО) (2 мл); ПЭГ раствор. Кроме того, исполь-

зовались готовые среды и растворы:  уридин (раствор 

50 мг/мл); фиколл-урографин (плотность 1,077); бро-

мистый этидий (1% раствор); физиологический рас-

твор DMEM [-Ca2+] (0,15М NaCl); ДМСО.

Комплект реагентов для проведения ПЦР-РВ в 

присутствии SYBR Green I был использован для опре-

деления количества копий митохондриальной ДНК в 

нативной, цибридной и rho0 культурах клеток.

Выделение тромбоцитов из крови. Настоящее иссле-

дование было выполнено в соответствии с Хельсин-

ской декларацией. Все участники исследования  дали 

письменное информированное согласие на участие в 

данном исследовании. 

С помощью слияния rho0-клеток с тромбоцитами, 

выступающими в качестве клеток-доноров митохон-

дрий, были получены цибридные клетки.

Тромбоциты пациентов выделялись из цельной кро-

ви. Для этого был применен метод центрифугирования 

в градиенте плотности фиколла-урографина. Метод вы-

деления тромбоцитов из крови состоял из трех этапов:

1. На первом этапе была проведена подготовка об-

разцов крови.

К образцам крови участников исследования-доно-

ров тромбоцитов, добавляли 10-кратный раствор ци-

трата натрия в физиологическом растворе в соотноше-

нии 1:1. Полученную смесь центрифугировали 20 мин 

при 200 g при температуре 12 °С.

2. На втором этапе проводилось выделение тром-

боцитов.

Отбирали три четверти супернатанта (плазмы) и 

центрифугировали 20 мин при 1500 g при температуре 

15 °С. Отбирали супернатант. К оставшемуся осадку 

добавляли 11 мл физиологического раствора.

3. На третьем этапе выделенные тромбоциты под-

готавливались к криохранению: к 11 мл суспензии тром-

боцитов в физрастворе добавляли 1,5 мл стерильного 

ДМСО и 3 мл FBS. Криовиалы помещали в штатив для 

контролируемого замораживания клеток (10C/мин) 

на 8 часов при температуре -80 °C. Полученные образ-

цы хранили в жидком азоте.

Метод создания цибридных культур клеток. Основ-

ным условием проникновения митохондрий в безми-

тохондриальные  клетки является образование пор в 

цитоплазматических мембранах клеток. Поры могут  

образовываться при воздействии на rho0-клетки опре-

деленных физических или химических факторов. Сле-

дует отметить, что в литературе отсутствуют сведения 

о создании цибридных клеточных культур на основе 

клеточной культуры моноцитарного происхождения 

THP-1. Поэтому в настоящей работе данные цибрид-

ные культуры были созданы впервые.

Нашей исследовательской группой была исполь-

зована методика «ПЭГ-слияния». Данная методика по-

зволяет создавать цибриды с помощью слияния без-

митохондриальных клеток с тромбоцитами, которые 

используются в качестве клеток-доноров митохондрий. 

Следует подчеркнуть, что в тромбоцитах отсутствует 

ядерный геном. Они содержат только митохондриаль-

ную ДНК. Поэтому использование тромбоцитов в ка-

честве доноров митохондрий (в том числе, митохон-

дриального генома) значительно упрощает протокол 

получения цибридных линий. 

Этапы создания цибридов: 1. На первом этапе про-

водилась подготовка клеток перед слиянием. В том 

случае, если тромбоциты были заморожены, то внача-

ле они подвергались разморозке и удалению криопро-

тектора. Суспензию с тромбоцитами добавляли к 14 мл 

подогретого до температуры 37 °С физиологического 

раствора. Предварительный подогрев криопробирки 

с тромбоцитами до данной температуры  осуществлял-

ся на водяной бане. Затем было проведено центрифу-

гирование в течение 15 мин при 1500 g при температу-

ре 15 °С. Из пробирки был отобран супернатант.

2. На втором этапе была проведена подготовка 

безмитохондриальных клеток. Для этого центрифуги-

ровали суспензию  rho0-клеток в течение 5 мин при 

180 g при температуре 25 °С. Безмитохондриальные 

клетки ресуспендировали в среде ДМЕМ [-Ca2+] в кон-

центрации 5х105 клеток/мл.

3. На третьем этапе проводилось слияние  rho0-

клеток с тромбоцитами.

Безмитохондриальные клетки добавляли к осадку 

тромбоцитов. Центрифугировали в течение 10 мин при 

180 g при температуре 25 °С. Был отобран супернатант. 



144

MethodPathological Physiology and Experimental Therapy, Russian journal. 2020; 64(4)  

 DOI: 10.25557/0031-2991.2020.04.140-147

После этого к осадку тромбоцитов с rho0-клетками бы-

ло добавлено 100 мкл 42% ПЭГ. Было проведено ресу-

спендирование. По истечении 1 мин, было проведено 

повторное ресуспендирование в течение 30 с, после че-

го было проведено культивирование полученной су-

спензия клеток в ростовой среде в СО
2
-инкубаторe при 

температуре 37 °С.

Количественный анализ копий митохондриального ге-

нома в безмитохондриальных клеточных культурах и ци-

бридах. В созданных  безмитохондриальных и цибрид-

ных клеточных культурах был проведен количественный  

анализ копий митохондриального генома. Согласно ре-

зультатам данного анализа было подтверждено либо от-

сутствие митохондрий (rho0-клетки), либо их наличие 

(цибриды). Количество копий мтДНК детектировалось 

с помощью реал-тайм ПЦР в присутствии красителя 

SYBR Green I. Контролем служила нативная культура 

клеток моноцитарного происхождения ТНР-1.

Определение количества копий митохондриально-

го генома проводилось с использованием контрольных 

синтетических матриц на основе участка митохондри-

альной ДНК в концентрациях 103, 104, 105 и 106. Была 

построена калибровочная кривая на основе данных Ст-

величины матриц. Ее использовали для определения 

количества копий мтДНК в исследуемых образцах без-

митохондриальной, цибридной и нативной культур кле-

ток. Если количество копий митохондриального гено-

ма в исследуемой культуре было малочисленным или 

мтДНК вообще отсутствовала, в отличие от нативной 

ТНР-1,  то принято было считать, что митохондрии в 

данной культуре отсутствуют или вскоре, после несколь-

ких пассажей, исчезнут из клеток, вследствие утраты 

погибшими (из-за бромистого этидия) митохондриями 

способности к делению. Поэтому полученная культура 

считалась безмитохондриальной (rho0).

Уровень гетероплазмии мутации 12315G>A в безми-

тохондриальных клетках оказался чрезвычайно низким. 

Это было связано с тем, что количество копий митохон-

дриального генома в клетках rho0 было очень мало по 

сравнению с данным параметром в нативной культуре 

THP-1. Например, в исследуемом образце общей ДНК 

(30 нг/мкл) из культуры rho0 было приблизительно 103 

копии мтДНК. В то же время образец из нативной куль-

туры THP-1 содержал более 106 копий митохондриаль-

ного генома. После получения цибридных культур, со-

держащих мутацию 12315G>A уровень гетероплазмии 

этой однонуклеотидной замены в цибридных клетках 

оказался примерно таким же, как в тромбоцитах доно-

ров-носителей исследуемой мутации.

Определение уровня гетероплазмии мутации мтДНК 

m.12315G>A. С помощью rho0-клеточных линий были 

созданы цибридные клеточные культуры, содержащие 

высокий уровень гетероплазмии мутации митохондри-

ального генома. Уровень гетероплазмии мутации 

m.12315G>A был определен с помощью оригинально-

го метода количественной оценки мутантного аллеля 

митохондриального генома, разработанного  автора-

ми статьи  на основе технологии пиросеквенирования 

[11-15]. 

Амплификаты ДНК доноров тромбоцитов, содер-

жащие область исследованных мутаций, были пиро-

секвенированы. Затем в них был определен уровень ге-

тероплазмии мутации m.12315G>A на основании фор-

мулы, разработанной авторами статьи [11-15].

Были использованы следующие праймеры для 

ПЦР [11-15]:

R: TTACTTTTATTTGGAGTTGCAC(12337-12317);

F: bio-CTCATGCCCCCATGTCTAA(12230-12249).

Для проведения ПЦР использовался стандартный 

буфер с сульфатом аммония. Концентрация хлорида 

магния в буфере была 2,5 mM. Размер амплификата 

для мутации m.12315G>A составлял 108 bp [11-15]. 

В качестве праймера для пиросеквенирования был 

использован [11-15]: TTTGGAGTTGCAC (12328-12316).

результаты и обсуждение

Нашей исследовательской группе не удалось обна-

ружить в литературе методов создания rho0-клеток на ос-

нове культуры моноцитарного происхождения THP-1,  

поэтому такой метод был создан нами впервые.

 Метод создания безмитохондриальной культуры на 

основе THP-1 описан в разделе «Методика». Отметим, 

что для создания устойчивых к многократному пересе-

ванию и морфологически однородных цибридных ли-

ний,  исследователи разных стран, в основном, исполь-

зовали постоянные клеточные линии, т.е. клетки, уже 

прошедшие этап дедифференцировки. В своих экспери-

ментах мы подобрали размер полного периода получе-

ния безмитохондриальной культуры THP-1. Он составил 

18 нед. Результаты анализа количества копий митохон-

дриального генома подтвердили отсутствие митохондрий 

в безмитохондриальной культуре. Контролем служила 

нативная культура клеток ТНР-1. Если количество ко-

пий митохондриального генома в исследуемой культуре 

было  незначительным или мтДНК вообще отсутствова-

ла, в отличие от нативной ТНР-1, то принято было счи-

тать, что rho0-культура THP-1 создана.

Посредством ПЭГ-слияния безмитохондриальных 

клеток и митохондрий из тромбоцитов пациентов бы-

ли получены цибридные культуры. Пороговый уровень 

гетероплазмии мутации мтДНК m.12315G>A исполь-

зовался в качестве критерия для отбора доноров тром-
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боцитов [14]. Согласно результатам предварительных 

исследований авторов статьи, мутация митохондри-

ального генома m.12315G>A ассоциирована с атеро-

склеротическими поражениями интимы артерий че-

ловека [11-15].

Было проведено сравнение количества копий ми-

тохондриального генома в полученных цибридных 

культурах и rho0-культуре THP-1. Количество копий 

мтДНК в цибридных культурах клеток оказалось зна-

чительно большим, чем в безмитохондриальной куль-

туре (106 копий митохондриального генома, по срав-

нению с 103 копиями мтДНК, соответственно). На ос-

нове проведенного анализа был сделан вывод о том, 

что цибридные культуры созданы. 

Таким образом, в настоящей работе были получе-

ны 4 цибридные клеточные культуры, в которых уро-

вень гетероплазмии мутации митохондриального ге-

нома m.12315G>A превышал пороговое значение в ате-

росклеротических бляшках (7,5%) и утолщенном 

интимо-медиальном слое сонных артерий (10,5%) [14]. 

В первой цибридной линии уровень гетероплазмии му-

тации m.12315G>A составил 44%, во второй – 25%, 

в третьей  – 38% , а в четвертой – 29%. 

Следует отметить, что одна из цибридных клеточ-

ных линий, несущая мутацию митохондриального ге-

нома  m.12315G>A, была создана с помощью тромбо-

цитов, полученных от пациента с утолщенным интимо-

медиальным слоем сонных артерий, а другая –  от 

участника исследования с нормальной интимой-меди-

ей. При этом, третья цибридная культура была создана 

с помощью тромбоцитов. полученных от пациента с ате-

росклеротической бляшкой в сонных артериях, а чет-

вертая – от участника исследования, не имевшего ате-

росклеротических бляшек в сонных артериях. 

Созданные цибридные культуры несут мутацию, 

локализованную в кодирующем регионе митохондри-

ального генома [11, 27–30]. Мутация m.12315G>A ло-

кализована в гене MT-TL2. В результате данной мута-

ции может произойти дисфункция транспортной РНК-

Лейцин (кодон узнавания CUN), с последующим 

снижением уровня синтеза митохондриальных белков 

на рибосоме [11–15]. Парное сравнение цибридных 

клеточных линий, имеющих высокий уровень гетеро-

плазмии по одной и той же мутации, может помочь ис-

следовать молекулярно-клеточные механизмы мито-

хондриальной дисфункции при атеросклерозе и сер-

дечно-сосудистых заболеваниях. 

заключение

В настоящей работе были созданы четыре цибрид-

ные культуры с высоким уровнем гетероплазмии по 

мутации митохондриального генома m.12315G>A. По-

лученные цибридные клеточные линии могут служить 

моделями для изучения молекулярно-клеточных ме-

ханизмов митохондриальной дисфункции при атеро-

склерозе и сердечно-сосудистых заболеваниях. Кроме 

того, их можно использовать для моделирования ате-

рогенеза, а также подбора лекарственной терапии для 

пациентов с атеросклерозом.  
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Введение. Высокий уровень заболеваемости колоректальным раком стимулирует поиск методов его своевременной диа-

гностики и эффективной терапии, что, в свою очередь, предполагает использование адекватных животных моделей на ста-

диях разработки и доклинических исследований� 

Методика. Для моделирования гетеротопических ксенографтов были использованы клеточные культуры колоректального 

рака человека линий DLD-1, HCT 116 и HT-29� В качестве носителей опухолевых моделей были взяты мыши линии BALB/c 

nude� Суспензию клеток вводили подкожно в область лопатки с помощью шприца� 

результаты. Полученные из Американской коллекции типовых культур (ATCC) клетки культивировали до достижения 

необходимого количества для моделирования ксенографтов (20 сут)� Клетки линии HCT-116 культивировались активнее 

и образовывали монослой в 3 раза быстрее, чем клетки линии DLD-1 и HT-29� Выживаемость мышей после проведения 

процедуры подкожной ксенотрансплантации составляла 100%� Образование ксенографтов объемом около 1 см3 наблю-

дали на 17-е – 26-е сут после прививания клеток� Приживаемость введённых клеток составила 100% для линии HCT-116� 

Для клеток колоректального рака человека линий DLD-1 и HT-29 приживаемость составила 75% и 60%, соответственно� 

заключение. При экспериментальном моделировании подкожных гетеротопических ксенографтов колоректального рака 

человека на мышах линии BALB/c nude была получена высокая степень воспроизводимости при  100%-ной выживаемо-

сти животных-носителей� 
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introduction. The high prevalence of colorectal cancer (СС) stimulates scientists and physicians to search methods for СС diag-

nosis and effective therapy, which requires appropriate animal models at the stage of development and preclinical studies� 
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Methods. CC cell cultures (DLD-1, HCT 116, and HT-29) were used for heterotopic xenograft modeling in BALB/c nude mice� The 

cell suspension was injected subcutaneously with a syringe� 

results. CC cells from ATCC (American Type Culture Collection) were cultivated until obtaining the required number of cells for 

xenograft modeling (20 days)� The HCT-116 cell culture developed more actively and formed a monolayer three times faster than 

DLD-1 and HT-29 cells� Survival of the mice after subcutaneous transplantation was 100%� Xenografts of approximately 1 cm3 volume 

formed at 17-26 days after grafting� Transplantability of the injected cells was 100% for HCT-116, 75% for DLD-1, and 60% for HT-29� 

conclusion. The experimental modeling of subcutaneous heterotopic CC xenografts in BALB/c nude mice showed a high level of 

reproducibility with absolute 100% – survival of recipient mice�
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Введение

Ключевым направлением при разработке совре-

менных препаратов для диагностики и терапии онко-

логических заболеваний, наряду с разработкой самой 

действующей субстанции или препарата, является экс-

периментальное моделирование опухолевого процес-

са на лабораторных животных. В настоящее время рак 

ободочной и прямой кишки трактуется совместно как 

рак толстого кишечника, но всё чаще к этим злокаче-

ственным новообразованиям применяют термин «ко-

лоректальный рак» (КРР). По данным Всемирной ор-

ганизации здравоохранения (ВОЗ), в мире ежегодно 

регистрируется более 500 тыс случаев колоректально-

го рака [1, 2]. При всех достижениях современной ме-

дицины КРР занимает лидирующие позиции в распро-

страненности, являясь во всем мире третьим среди он-

кологических заболеваний по частоте у мужчин и 

вторым по частоте у женщин [3]. Уровень смертности 

от этой патологии продолжает оставаться неутешитель-

но высоким [4, 5].

Согласно Методическим указаниям по изучению 

противоопухолевой активности фармакологических 

веществ [6], обязательными моделями солидных но-

вообразований для исследования противоопухолевых 

препаратов, ориентированных на применение в кли-

нике являются культуры клеток опухолей человека, 

адаптированных к росту in vivo и дающие подкожные 

ксенографты у иммунодефицитных мышей.

Моделирование КРР человека возможно при ис-

пользовании стандартизированных коллекционных 

культур клеток. Основной принцип   такого модели-

рования приведен в обзоре M. Perez с соавторами [7], 

причем инъекция суспензии опухолевых клеток может 

быть осуществлена как подкожно (гетеротопически), 

так и в слизистую толстой или слепой кишки мыши 

(ортотопически). Подкожное расположение ксено-

графта позволяет неинвазивно и максимально точно 

контролировать рост опухоли [8]. Также в ортотопи-

ческой модели оценка терапевтической эффективно-

сти более сложна по сравнению с опухолевой моделью 

подкожного введения клеток [9].

В данной статье материал относится к гетеротопи-

ческому подходу создания ксенографтов КРР с исполь-

зованием культур клеток, полученных из Американ-

ской коллекции типовых культур (АТСС). 

Цель исследования – освоение методик культиви-

рования различных линий колоректального рака че-

ловека с последующим подкожным ксенотрансплан-
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тированием полученных клеточных культур и оценка 

возможности создания модельных гетеротопических 

ксенографтов КРР человека на мышах линии BALB/c 

nude.

Методика

Все процедуры исследования соответствовали 

принципам надлежащей лабораторной практики [10]. 

Протокол исследования утвержден этической комис-

сией медицинского биофизического Центра им. А.И. 

Бурназяна. Для культивирования и последующей под-

кожной инъекции были взяты 3 линии клеток челове-

ческого КРР, полученные из ATCC: DLD-1, HCT 116 

и HT-29. После размораживания клетки переносили в 

промаркированные пробирки типа Эппендорф и цен-

трифугировали  при 3000 об/мин в течение 5 мин 

(MiniSpin plus, Eppendorf, Германия). Надосадок уда-

ляли, клетки ресуспендировали в 1 мл среды 

RPMI-1640 с глутамином gibco® (Thermo Fisher 

Scientific, США). В подготовленные, заранее промар-

кированные культуральные флаконы объемом 25 см3 

(Corning, США) добавляли по 7 мл приготовленной 

питательной среды (RPMI-1640 с глутамином, 20% (в 

финальной концентрации) фетальной телячьей сыво-

ротки gibco® (Thermo Fisher Scientific, США) и 

100-кратный раствор антибиотика пенициллин-стреп-

томицин (ООО «НПП «ПанЭко»). В культуральные 

флаконы с питательной средой вносили по 200 мкл су-

спензии клеток (около 2·105 клеток) и ставили все фла-

коны в CO
2
-инкубатор МСО-20AIC (Sanyo, Япония), 

поддерживающий заданную температуру 37 оС и кон-

центрацию углекислого газа 5%.

      В качестве носителей гетеротопических моде-

лей колоректального рака были использованы мыши 

самки линии BALB/c nude в возрасте 6-8 нед, массой 

тела 19±1,8 г, полученные из питомника лаборатор-

ных животных «Пущино» ФИБХ РАН. Мыши были 

включены в эксперимент после 3-дневной адаптации 

с последующей оценкой состояния здоровья по внеш-

ним и клиническим признакам. Иммунодефицитных 

мышей содержали в пластмассовых клетках, установ-

ленных в системе индивидуально вентилируемых кле-

ток (ИВК) GA30CAGES 6LAYERS×5 (3W, КНР), уком-

плектованной вентиляционным блоком с HEPA-

фильтром. Для кормления использован стерильный 

гранулированный корм марки «Чара», имеющий сер-

тификат соответствия – единственная в России диета, 

способная выдерживать стерилизацию паром в авто-

клаве, что делает ее незаменимой при содержании мел-

ких лабораторных грызунов SPF-категории [11], и пи-

тьевая вода [12], стерилизованная УФ. Доступ к воде 

и корму свободный. Температура и влажность воздуха 

поддерживается автоматически изолирующей систе-

мой (22-26 °C и 30-60%, соответственно). Перемеще-

ние животных вне системы ИВК осуществляли в изо-

лирующих клетках. Работу с животными проводили в 

ламинарном боксе системы vis-a-vis, (Бокс микробио-

логической безопасности БМБ-II-«Ламинар-С»-1,2 

(241.120), ЗАО «Ламинарные системы», Россия) обе-

спечивающем защиту продукта от оператора. Все ма-

нипуляции с животными, в том числе, связанные с их 

эвтаназией, выполняли согласно Европейской Кон-

венции по их защите, изложенной в директиве Евро-

пейского сообщества (86/609/ЕС) [13]. 

 Оценка роста клеточных культур in vitro и их подго-

товка к моделированию колоректального рака на мышах. 

Клетки культивировали до достижения необходимого 

количества для создания моделей КРР на мышах (20 

сут). Активный рост был отмечен в флаконах с клетка-

ми линии HCT-116, в которых уже на 4-е сут сформи-

ровался монослой. В флаконах с линиями клеток DLD-

1 и HT-29 монослой  формировался на 11-е сут. 

Для подготовки суспензии клеток для подкожной 

ксенотрансплантации сливали из культуральных фла-

конов питательную среду, промывали раствором Вер-

сена (ООО «НПП «ПанЭко») и добавляли по 3 мл 

0,25%-ного раствора Трипсина-ЭДТА (ООО «НПП 

«ПанЭко») для снятия прикрепленных клеток с по-

верхности флаконов. Оставляли на 5 мин. Открепив-

шиеся клетки переносили в промаркированные про-

бирки типа Эппендорф и центрифугировали при 150g 

в течение 5 мин. Надосадок удаляли. Клетки ресуспен-

дировали в питательной среде. К суспензии клеток 

каждой линии добавляли Matrigel® (Corning, США) в 

соотношении 1:1. Для каждой подкожной инъекции 

было взято около 3·106 клеток в 0,2 мл объема.

Гетеротопическая ксенотрансплантация клеток 

колоректального рака мышам линии BALB/c nude. Пе-

ред инъекцией клетки с мышами извлекали из систе-

мы ИВК и переносили в ламинарный бокс системы 

vis-a-vis, в котором проводили все последующие ма-

нипуляции с мышами. Интактным мышам подкож-

но в область правой лопатки вводили суспензию кле-

ток из заранее подготовленных шприцов. Животных 

рассаживали в промаркированные клетки, с обяза-

тельным указанием даты введения и наименования 

линии клеток, пола и количества животных. Разви-

тие моделируемых опухолевых очагов контролирова-

лили каждые 2 дня. 

Результаты наблюдения за мышами после подкож-

ного введения суспензии опухолевых клеток показа-

ли, что операция ксенотрансплантации хорошо пере-
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Методика

носится животными, выживаемость – 100%. Прижи-

ваемость подкожных ксенографтов КРР человека у 

мышей BALB/c nude в первой генерации составила 

100% для линии клеток HCT 116, 75% для линии кле-

ток DLD-1 и 60% для линии клеток HT-29. Формиро-

вание ксенографтов объемом ≥1 см3 регистрировали у 

опытных мышей, начиная с 17 суток после процедуры 

трансплантации для HCT 116 и с 26 суток для линий 

клеток DLD-1 и HT-29. 

Фотография мыши с подкожным ксенографтом 

КРР линии HCT 116 представлена на рис. 1. 

По достижении ксенографтов размером ≥1 см3, 

мышей подвергали эвтаназии, опухоли удаляли и по-

мещали в промаркированные пробирки с 10% раство-

ром формалина. Образцы ксенографтов мышей были 

переданы в патологоанатомическое отделение ФГБУ 

ГНЦ ФМБЦ им. А.И. Бурназяна ФМБА России на ги-

стологическое исследование. Образцы опухолевых тка-

ней мышей с ксенографтами DLD-1 и HCT 116 гисто-

логически соответствовали «низкодифференцирован-

ным аденокарциномам».

Образец опухолевой ткани мыши с ксенографтом 

HT-29 соответствовал «умереннодифференцирован-

ной аденокарциноме» (рис. 2). 

заключение

Была получена высокая степень воспроизводимо-

сти подкожных гетеротопических опухолей – моделей 

колоректального рака человека клеточных линий HCT 

116, DLD-1 и HT-29 на мышах линии BALB/c nude. 

Выживаемость опытных животных после ксенотран-

сплантации была 100%-ной.
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