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 В ТРЕТЬЕМ ТЫСЯЧЕЛЕТИИ 
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DEVELOPMENT OF IMMUNE SYSTEM IN OFFSPRING AFTER STIMULATION OF  
MATERNAL IMMUNITY AT EARLY PREGNANCY 
Development of the immune system in offspring of mice exposed to stimulation of immunity in early 
pregnancy was studied. Differed morphogenesis of central and peripheral organs of immunity and 
intensity of antiinflammatory immune reactions were found. 
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Введение. 
Морфологическое и функциональное развитие иммунной системы определяется ком-

плексом эндогенных и экзогенных факторов, действующих на организм во внутриутробном 
периоде развития, а также после рождения особи. Результаты исследований гистологов, эм-
бриологов и иммунологов подтверждают, что воздействие на плод во втором и третьем три-
местрах беременности приводит к изменениям функционального состояния иммунной и эн-
докринной систем матери и оказывает отрицательное влияние на развивающиеся органы им-
мунной системы плода [1,2]. Из научной литературы известно, что алиментарный дефицит 
витаминов, микро- и макроэлементов, белков и др., эндокринные расстройства, инфекцион-
ные заболевания, приём ряда лекарственных препаратов, воздействие эндокринных дисрап-
торов во время беременности отрицательно сказываются на функционировании иммунной 
системы потомства, что обусловливает увеличение заболеваемости детей аллергическими, 
аутоиммунными, онкологическими заболеваниями, частые и хронически протекающие ин-
фекционные заболевания [3,4,5,6]. Это диктует необходимость проведения фундаменталь-
ных исследований, направленных на выявление причин нарушения функционирования им-
мунной системы. Наименее изученным аспектом этой проблемы является возможность вли-
яния различных факторов на развитие иммунной системы плода в ранние сроки беременно-
сти, а точнее в течение первых четырёх недель. Это наиболее уязвимый период для действия 
экзогенных факторов, так как ранние сроки беременности являются критическими для разви-
тия особи. Цель исследования: изучение постнатального морфогенеза органов иммунной си-
стемы потомства самок, подвергшихся однократной иммуностимуляции в ранние сроки бе-
ременности. 

Материалы и методы. 
Эксперименты выполнены на 486 мышах С57Bl/6, из них 126 самок и 360 самцов (пи-

томник «Столбовая»). В качестве иммуностимулирующего воздействия беременным самкам 
однократно вводили в орбитальный синус пан-Т-клеточный митоген конканавалин А (Кон) 
А в дозе 5 мг/кг. Данная  
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доза усиливает секрецию цитокинов лимфоцитами и пролиферации лимфоцитов [7] и 
не влияет на течение беременности.  

Объектом исследования было потомство мужского пола (n=360). Первую опытную 
группу составило потомство самок, которым вводили Кон А на 7-ые сутки беременности 
(группа Кон А, n=147). Для подтверждения эффектов действия цитокинов и устранения воз-
можных эффектов непосредственного воздействия Кон А на зародыш была сформирована 
вторая опытная группа из потомства беременных самок, которым на 7-ые сутки вводили ак-
тивированные in vivo сингенные клетки селезёнки (группа «активированные клетки», n=54). 
Для этого небеременным интактным самкам вводили Кон А в дозе 20 мг/кг, через 2 ч выде-
ляли клетки селезёнки, и вводили в объёме 0,2 мл (10 млн клеток) самкам на 7-ые сутки бе-
ременности.  

Исследования иммунной системы проводили на 17-ые сутки постнатального развития 
(препубертатный период), в возрасте 1,5 месяцев (пубертатный период) и 2,5 месяцев 
(постпубертатный период, начало активного репродуктивного периода). Определяли относи-
тельную массу тимуса и селезёнки, проводили исследование гистологических препаратов ти-
муса, селезёнки и кожи, определяли субпопуляционный состав лимфоцитов тимуса и селе-
зёнки, спонтанной секреции ИЛ-2, ИЛ-10, ФНО-α и ТФР-β и секреции после стимуляции Т-
клеточным митогеном Кон А и В-клеточным митогеном ЛПС in vitro клетками тимуса и се-
лезёнки, пролиферацию клеток тимуса и селезёнки ex tempore [8]. 

Проводили исследование изменений органов иммунной системы потомства при разви-
тии системного воспалительного ответа. Потомству мышей контрольной группы и группы 
Кон А в возрасте 17-ти сут. однократно внутрибрюшинно вводили ЛПС E. сoli штамм 
О111:В4 («Difco», США) в дозе 15 мг/кг. Оценивали выживаемость животных в течение 48 
ч., определяли концентрацию ФНО-α в сыворотке крови, содержание лейкоцитов и лейкоци-
тарную формулу крови через 24 ч после введения ЛПС. Проводили морфологическое иссле-
дование тимуса и селезёнки.  

Полученные результаты. 
Введение Т-клеточного митогена самкам на 7-ые сутки беременности приводило к из-

менениям морфофункциональных характеристик, как тимуса, так и селезёнки. В тимусе 
наблюдалась акцидентальная инволюция 3-ей стадии, снижение пролиферативной активно-
сти тимоцитов, а в селезёнке – значительное увеличение размеров органа и резкое повышение 
пролиферативной активности клеток. Таким образом, введение Т-клеточного митогена на 7-
ые сутки беременности вызывало усиление физиологических процессов, происходящих в ор-
ганах иммунной системы во время беременности. Однократная стимуляция Т-клеточного 
звена иммунной системы на ранних сроках беременности не нарушала физиологическое те-
чение беременности и не влияла на ее исход. Через трое суток после введения Кон А бере-
менным самкам наблюдался повышенный уровень спонтанной выработки цитокинов клет-
ками селезёнки, а дополнительное стимулирование клеток Кон А и ЛПС in vitro не вызывало 
повышения продукции цитокинов, то есть повышение продукции цитокинов продолжалось в 
течение нескольких дней. Повышенной уровень пролиферативной активности сохранялся че-
рез 7 дней после введения Кон А. Таким образом, однократное введение Кон А беременным 
самкам являлось адекватной моделью изменений в иммунной системе матери, вызванных 
увеличением продукции цитокинов, наблюдаемым при инфекционных процессах, стрессо-
вых реакциях и др. 

Морфофункциональные изменения органов иммунной системы потомства самок мы-
шей, перенесших однократную стимуляцию иммунной системы в ранние сроки беременно-
сти, в разные периоды постнатального онтогенеза 

Исследование тимуса потомства мышей опытных групп показало, что его развитие к 
17-ти дневному возрасту соответствовало параметрам контрольной группы, таким как отно-
сительная масса, доля коркового вещества и ширина субкапсулярного слоя, но отмечалось 
меньшее содержание лимфоцитов в мозговом веществе и увеличение числа тимических те-
лец. Клетки тимуса потомства мышей опытных групп обладали повышенной 
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пролиферативной активностью. Также наблюдали более высокие темпы дифференцировки 
лимфоцитов тимуса, о чём свидетельствовало большее содержание CD3+-клеток и В1-кле-
ток, играющих важную роль в негативной селекции тимоцитов [Perera J. et al., 2013]. Среди 
CD3-позитивных клеток процентное содержание дифференцированных CD4+ и CD8+ не от-
личалось, дифференцирующихся дубльпозитивных было ниже, а дубль-негативных выше, 
чем в контрольной группе. Однако, отмечалось уменьшение содержания NK- и NKТ- субпо-
пуляций лимфоцитов в тимусе. К периоду полового созревания тимус мышей опытных групп 
не отличался по структуре от тимуса мышей контрольной группы. Ширина субкапсулярного 
слоя была меньше, пролиферативная активность клеток тимуса снижена по сравнению с 
предыдущим сроком исследования, но была статистически значимо выше, чем в контроле. В 
отличие от контрольной группы, значительно снижались темпы дифференцировки лимфоци-
тов в тимусе, о чем свидетельствовало более низкое содержание CD3+- и В1-клеток. Отме-
чали пониженное содержание CD8+-клеток и увеличение численности низкодифференциро-
ванных дубль-негативных клеток. Появилась тенденция к увеличению содержания NK- кле-
ток в тимусе, но содержание NКТ-клеток оставалось пониженным. После наступления поло-
вого созревания у мышей опытной группы не наблюдали возрастной инволюции тимуса. Кор-
ковое вещество было развито сильнее, но субкапсулярный слой был уже. В мозговом веще-
стве выявляли большее количество зрелых лимфоцитов, тимических телец было значительно 
меньше. Пролиферация клеток тимуса была снижена. Содержание CD3+-клеток так и не до-
стигло уровня контрольной группы. Отмечали повышение CD4+-клеток и дубль-негативных 
клеток среди CD3+-клеток. Отмечено повышенное содержание В1-клеток, но содержание 
NКТ-клеток в тимусе оставалось стабильно пониженным. 

У мышей селезёнка является органом кроветворения и органом иммунной системы [9]. 
У мышей опытной группы в возрасте 17-ти суток не отмечалось существенных отличий по 
массе и развитию белой пульпы селезёнки, но значительно отставало формирование марги-
нальной зоны. Второй особенностью было отсутствие миграции нейтрофилов в маргиналь-
ную зону, которое начинается после колонизации кишечника микрофлорой [10]. В красной 
пульпе селезёнки гемопоэз происходил более активно. Пролиферативная активность клеток 
селезёнки была значительно выше. Усиленная дифференцировка и миграция Т-клеток из ти-
муса обусловливала их повышенное содержание в селезёнке. Соотношение CD4+ и CD8+ 
клеток не отличалось. Также в селезёнке содержалось большее число В-клеток и в том числе 
активированных В-клеток, в то время как активированных В1-клеток, NK- и NKT-клеток, 
принимающих участие в реализации реакций врожденного иммунитета, было меньше. К пе-
риоду полового созревания селезёнка отставала по темпам развития, что подтверждалось 
меньшей относительной массой органа, долей белой пульпы, шириной маргинальной зоны, 
содержанием в ней нейтрофилов. Процессы кроветворения происходили более активно. Про-
лиферативная активность спленоцитов снижалась, но была выше, чем в контрольной группе. 
Снижение дифференцировки и миграции Т-клеток в тимусе приводило к снижению их содер-
жания в селезёнке. Также уменьшилось содержание В-клеток в селезёнке, в том числе и В1-
клеток. Содержание NK-клеток оставалось пониженным, а содержание NKT-клеток начало 
повышаться. В постпубертатном периоде относительная масса селезёнки мышей всё еще 
была меньше, чем у мышей контрольной группы, но наблюдали увеличение доли белой 
пульпы и расширение маргинальной зоны, в то время как у мышей контрольной группы эти 
показатели были снижены по сравнению с предыдущим сроком исследования. Несмотря на 
это, ширина маргинальной зоны так и не достигла значений контрольной группы. Содержа-
ние нейтрофилов в маргинальной зоне повысилось. Развитие белой пульпы сопровождалось 
значительным обеднением красной пульпы. Пролиферативная активность клеток селезёнки 
уменьшалась. Содержание CD3-позитивных клеток соответствовало значениям контрольной 
группы, но у потомства самок, получавших Кон А, отмечалось замедление дифференцировки 
дубльпозитивных клеток в CD8+позитивные клетки, а у потомства самок, которым вводили 
активированные клетки, наоборот, ускорение этого процесса. Увеличилось содержание В-
клеток, а также В1-клеток, наметившееся в предыдущем сроке исследования. Подавляющее 
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большинство В-клеток экспрессировали рецептор к IgE как и в контрольной группе, но акти-
вация В1-клеток была резко снижена. Отмечали увеличение числа NK-клеток, особенно у 
потомства самок, получавших Кон А, и NKT-клеток у потомства самок, которым вводили 
активированные клетки селезенки. 

Изменения продукции цитокинов in vitro клетками тимуса и селезёнки потомства са-
мок мышей, перенесших однократную стимуляцию иммунной системы в ранние сроки бере-
менности, в разные периоды постнатального онтогенеза в ответ на стимуляцию Т- и В- 
клеточными митогенами 

У мышей контрольной группы максимальное увеличение продукции тимоцитами ИЛ-2 
и ФНО-α при действии Т-клеточного митогена Кон А наблюдали в возрасте 1,5 месяцев, а 
ТФР-β – в 2,5 месяцев. У мышей опытной группы максимальное увеличение продукции всех 
цитокинов отмечали в возрасте 17-ти суток, затем секреция цитокинов снижалась. Воздей-
ствие В-клеточного митогена ЛПС вызывало наибольшую продукцию цитокинов у мышей 
контрольной и опытной групп в возрасте 17-ти суток, но в опытной группе продукция цито-
кинов была более выраженной. Эти данные указывают на наличие в тимусе мышей опытной 
группы большего количества функционально зрелых клеток в возрасте 17-ти суток, что со-
гласуется с результатами анализа субпопуляционного состава тимоцитов.  

При сравнении возрастных особенностей продукции цитокинов клетками селезёнки в 
ответ на стимуляцию Т- и В-клеточными митогенами у мышей опытной группы также как и 
в тимусе отмечали более высокую секреторную активность в возрасте 17-ти суток, что ука-
зывает на большее количество зрелых Т- и В- клеток. В 1,5 месяца продукция цитокинов была 
ниже, чем в контрольной группе, что подтверждало выявленное снижение числа дифферен-
цированных лимфоцитов в селезёнке. 

Морфофункциональные изменения органов иммунной системы потомства самок мы-
шей, перенесших однократную стимуляцию иммунной системы в ранние сроки беременно-
сти, при развитии системного воспалительного ответа 

Развитие системного воспалительного ответа после введения сублетальной дозы ЛПС 
у потомства самок, подвергшихся однократной иммуностимуляции на 7-ые сутки беремен-
ности, было менее выраженным, о чем свидетельствовала значительно меньшая по сравне-
нию с контролем концентрация ФНО-α в сыворотке через 3 ч после введения ЛПС, а также 
статистически значимо меньшее количество лейкоцитов в периферической крови с большим 
содержанием моноцитов и меньшим содержанием лимфоцитов и меньшая гибель животных 
через 24 ч (30% и 70%, соответственно).  

Через 24 ч после введения ЛПС у мышей контрольной группы наблюдали уменьшение 
относительной массы тимуса, выявляли массивную гибель лимфоцитов в корковом и в моз-
говом веществе. В отличие от контрольной группы через 24 ч после введения ЛПС масса и 
размер тимуса мышей опытной группы не изменялись. В корковом веществе наблюдали пик-
нотизацию и распад ядер лимфоцитов, но эти процессы были выражены меньше, чем в кон-
трольной группе. Относительная масса тимуса через 48 ч после введения ЛПС у мышей опыт-
ной группы превышала значения контрольной группы аналогичного срока исследования и 
соответствовала значениям контрольной группы, наблюдаемым через 24 часа после введения 
ЛПС. При гистологическом исследовании наблюдали большее опустошение коркового веще-
ства и уменьшение ширины субкапсулярного слоя как по сравнению с предыдущим сроком 
исследования, так и значениями контрольной группы, вплоть до исчезновения в отдельных 
случаях.  

Через 24 ч после введения ЛПС у мышей контрольной группы наблюдали увеличение 
относительной массы селезёнки, доли белой пульпы и уменьшение ширины маргинальной 
зоны. В маргинальной зоне общее количество лейкоцитов уменьшено, но резко увеличено 
процентное содержание нейтрофилов. В лимфатических узелках выявляли апоптотически из-
мененные лимфоциты с пикнотизированными и фрагментированными ядрами. Количество 
гемопоэтических клеток и клеток крови в красной пульпе также уменьшено, а доля нейтро-
филов увеличена.   
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При исследовании селезёнки мышей опытной группы через 24 ч после введения ЛПС 
выявляли увеличение массы органа и доли белой пульпы аналогичное таковому в контроль-
ной группе. Общей чертой было и уменьшение ширины маргинальной зоны и количества 
клеток в ней, но, тем не менее, последний показатель превышал значения контрольной 
группы. Нейтрофилы в маргинальной зоне практически отсутствовали. Известно, что при по-
падании антигенов в организм усиливается миграция нейтрофилов в маргинальную зону се-
лезёнки, где они трансформируются в В-клеточные хелперные нейтрофилы. Синтезируемые 
ими В-стимулирующие молекулы инициируют антиген-независимую секрецию иммуногло-
булинов В-клетками маргинальной зоны [11]. Таким образом, снижение миграции нейтрофи-
лов в маргинальную зону может приводить к снижению выраженности иммунного ответа. В 
лимфатических узелках селезёнки гибель лимфоцитов была более выражена. Количество кле-
ток в красной пульпе уменьшено, но превышало значения контрольной группы. Нейтрофиль-
ные гранулоциты в красной пульпе встречали крайне редко. Через 48 ч после введения ЛПС 
масса селезёнки мышей опытной группы была уменьшена. Доля белой пульпы и размеры 
маргинальной зоны были меньше, чем в контрольной группе.  Количество клеток в марги-
нальной зоне также уменьшено, и было немногим больше, чем в контрольной группе, нейтро-
филы практически не выявляли. Наблюдали прогрессирующее опустошение красной пульпы.  

Выводы. 
Иммуностимулирующее воздействие на материнский организм, вызывающее усиление 

пролиферации лимфоцитов и секреции ими цитокинов, в ранние сроки беременности до 
начала формирования зачатков тимуса и селезёнки зародыша оказывает отдаленные послед-
ствия в виде длительных, наблюдаемых даже в постпубертатном периоде, нарушений темпов 
развития этих органов. Оно обусловливает ускорение развития тимуса в первые недели 
жизни с последующим снижением дифференцировки тимоцитов в пубертатном периоде и 
замедлением инволютивных процессов в постпубертатном периоде, а также приводит к за-
медлению превращения селезёнки потомства из органа гемопоэза в орган иммунной системы 
в постнатальном развитии. Следствием стимуляции иммунной системы материнского орга-
низма в ранние сроки беременности является изменение субпопуляционного состава лимфо-
цитов селезёнки потомства с более высоким содержанием Т-клеток вследствие их усиленной 
миграции из тимуса, а также В-клеток, и уменьшением содержания эффекторных NK- и NKТ-
клеток в препубертатном периоде. Замедленная трансформация селезёнки в орган иммунной 
системы обусловливает её функциональную незрелость, что проявляется пониженной спо-
собностью лимфоцитов селезёнки реагировать на воздействие липополисахарида и на кон-
такт с опухолевыми клетками секрецией фактора некроза опухоли-α.  

Структурно-функциональные изменения тимуса при развитии системного воспалитель-
ного ответа в препубертатном периоде свидетельствуют о менее выраженной акциденталь-
ной инволюции и замедлении миграции зрелых тимоцитов вследствие более медленной его 
реакции на стресс.  Особенностью гистофизиологических изменений селезёнки является их 
меньшая выраженность, а также крайне низкая миграция нейтрофилов в маргинальную зону, 
что способно нарушать межклеточные взаимодействия, лежащие в основе развития ранней 
стадии иммунного ответа – Т-независимому синтезу иммуноглобулинов В-клетками марги-
нальной зоны. 

Функциональное отставание в развитии иммунной системы потомства приводит к сни-
жению противоопухолевого иммунитета и более слабому развитию системного воспалитель-
ного ответа на бактериальный антиген, что может способствовать хронизации течения бакте-
риальных инфекций. 

Заключение. Авторы считают, что в данной работе новыми являются следующие по-
ложения и результаты: активация иммунной системы матери в ранние сроки беременности 
изменяет темпы развития иммунной системы потомства и обусловливает меньшую выражен-
ность реакций иммунитета.  

 
Работа выполнена по государственному заданию рег. номер № FGFZ-2022-0035.  
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РАСПРЕДЕЛЕНИЕ CD27-ЭКСПРЕССИРУЮЩИХ КЛЕТОК В СЕЛЕЗЕНКЕ КРЫС 
Изучали количественные и гистотопографические особенности экспрессии костимулирую-
щей молекулы CD27 в лимфоцитах селезенки половозрелых молодых крыс.  Установлено, что 
большинство CD27-положительных клеток находится в красной пульпе и маргинальной 
зоне, а не в лимфоидных узелках, что отличает селезенки крысы и человека и указывает на 
пути рециркуляции активированных лимфоцитов. 
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TISSUE DISTRIBUTION OF CD27-EXPRESSING CELLS IN THE RAT SPLEEN 
Quantification and tissue distribution of lymphocytes expressing costimulatory molecule CD27 in 
the spleen of adolescent rats was studied. Most CD27-positive cells were found not in lymphoid 
follicles, but in the red pulp and marginal zone. It differs rat and human spleens and indicate routs 
of recirculation for activated lymphocytes. 
Key words: spleen, lymphocytes, CD27, histotopography 
 

Введение. 
CD27 представляет собой мембранный белок, являющийся костимулирующей молеку-

лой контрольной точки иммунитета. Он связывается с молекулой CD70, что вызывает диф-
ференцировку и клональную экспансию Т-клеток, а также вызывает активацию В-клеток и 
синтез иммуноглобулинов. Экспрессия CD27 начинается в эмбриональном периоде, и явля-
ется характеризующим признаком самых ранних предшественников гемопоэтических клеток 
аортогонадомезонефрального региона. Крайне мало известно об особенностях экспрессии 
этой молекулы на лимфоцитах в постнатальном периоде. Известно, что прекращение экс-
прессии лимфоцитами CD27 является признаком старения иммунной системы [1]. Однако 
исследования в этой области осложняются малочисленностью данных об особенностях лока-
лизации и распределения CD27-позитивных клеток в органах иммунной защиты. Имеются 
единичные сведения о распределении CD27-позитивных лимфоцитов в лимфоидных образо-
ваниях человека и мыши, в которых указывается на различную роль этой молекулы в актива-
ции образования плазматических клеток [2, 3]. Цель исследования – изучение количествен-
ных и гистотопографических особенностей экспрессии CD27 на лимфоцитах селезенки по-
ловозрелых молодых крыс. 

Материалы и методы. 
Исследование выполнено на интактных самцах крыс Вистар в возрасте 2,5 месяцев. Се-

лезенку удаляли, фиксировали в жидкости Буэна и после гистологической проводки заливали 
в парафин. Изготавливали срезы, которые окрашивали гематоксилином и эозином. Выявле-
ние молекулы CD27 проводили методом иммуногистохимии с помощью моноклональных 
антител в разведении 1 : 200 («Elabscience», Китай). Реакцию визуализировали пероксидаз-
ным методом с помощью набора реактивов одноименного производителя. Подсчитывали ко-
личество иммунопозитивных лимфоцитов в различных структурах селезенки. Производили 
морфометрическое исследование препаратов селезенки с помощью программы 
«ImageScope». Результаты подвергали статистической обработке с помощью пакета про-
грамм «Statistica 7.0» («Statsoft», США). Различия считали значимыми при р<0,05. 
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Полученные результаты. 
Гистологическое исследование селезенки крыс в возрасте 2,5 месяцев выявило высокую 

степень развития белой пульпы (рис.1). Белая пульпа была представлена первичными и вто-
ричными лимфоидными узелками, периартериальными лимфоидными муфтами (ПАЛМ) и 
хорошо выраженной маргинальной зоной.  

 
Рис. 1. Соотношение структурных элементов в селезенке крыс в возрасте 2,5 месяцев. 

  
Иммуногистохимическое выявление CD27-позитивных лимфоцитов показало, что у 

взрослых животных их численность невелика. Исследование распределения иммунопозитив-
ных клеток в различных структурах органа установило, что большая часть их находилась не 
в белой, а в красной пульпе (рис.  2а). Содержание CD27-позитивных лимфоцитов в единице 
площади красной пульпы было наиболее высоким несмотря на то, что плотность лимфоцитов 
в ней в несколько раз меньше, чем в белой пульпе. Исследование структур белой пульпы 
показало, что распределение в ней CD27-экспрессирующих лимфоцитов различно (рис. 2б). 
Наиболее высокие показатели содержания иммунопозитивных клеток наблюдались в лимфо-
идных узелках. В ПАЛМ их содержание было более низким. Маргинальная зона также ха-
рактеризовалась высоким содержанием CD27-положительных лимфоцитов в единице пло-
щади среза. Их доля от общего содержания CD27-экспрессирующих клеток в белой пульпе 
была равна доле лимфоидных узелков. С учетом того, что площадь маргинальной зоны почти 
вдвое меньше площади, занимаемой узелками, а клеточная плотность значительно меньше, 
маргинальная зона характеризовалась более высоким содержанием активированных лимфо-
цитов (рис. 2,3). 

 
Рис. 2. Количество CD27-позитивных лимфоцитов в 1мм2 селезенки крыс (а) и процентное распределение 

их в белой пульпе (б). 
 

В селезенке человека CD27-экспрессирующие клетки локализуются в лимфоидных 
узелках [2]. Имеются сведения, что CD27 экспрессируется на рециркулирующих лимфоид-
ных клетках [1, 2]. Полученные нами данные свидетельствуют, что основным резервуаром 
CD27-экспрессирующих клеток в селезенке являются в первую очередь красная пульпа, а 
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также маргинальная зона.  Известно, что у крыс лимфоциты мигрируют в селезенку через 
маргинальные синусы, поэтому чаще мигранты встречаются в маргинальной зоне [4]. У че-
ловека CD27(+) и CD27(-) клетки демонстрируют разные пути миграции. Миграция CD27-
экспрессирующих лимфоцитов ассоциирована с лимфоидными узелками, в то время как не-
активированные клетки рециркулируют либо через артериолы красной пульпы или по наруж-
ной части ПАЛМ [5]. Пути выхода лимфоцитов из селезенки в кровоток менее изучены. Ве-
роятно, что они проникают в сосуды красной пульпы через маргинальную зону. Полученные 
нами данные показывают, что основное скопление активированных и клеток памяти у крыс 
– это красная пульпа, следовательно, можно рассматривать красную пульпу и маргинальную 
зону как основной путь рециркуляции активированных лимфоцитов у этого вида животных.  

Выводы. 
У взрослых крыс лимфоциты селезенки характеризуются невысокой экспрессией ко-

стимулирующей молекулы CD27. Основным резервуаром CD27-позитивных лимфоцитов в 
селезенке являются не лимфоидные узелки и ПАЛМ, а маргинальная зона и красная пульпа. 
Эти особенности отличают селезенку крысы от селезенки человека. 

Заключение.  
Авторы считают, что в данной работе новыми являются следующие положения и ре-

зультаты. Установлены невысокая экспрессия костимуляторной молекулы CD27 на лимфо-
цитах селезенки взрослых молодых крыс и видовые гистотопографические особенности, от-
личающие их от человека. 

 
Работа выполнена по гранту РНФ № 23-25-00012. 
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РЕГЕНЕРАТОРНЫЙ ПОТЕНЦИАЛ МОЗГОВОГО ВЕЩЕСТВА НАДПОЧЕЧНИКОВ 
У ОРГАНИЗМОВ, РАЗВИВАЮЩИХСЯ ПРИ ВОЗДЕЙСТВИИ ЭНДОКРИННЫХ  
ДИСРАПТОРОВ 
В настоящем исследовании установлено, что воздействие низких доз ДДТ на развивающийся 
организм в постнатальном периоде онтогенеза изменяет регенераторный потенциал хро-
маффинных клеток надпочечников, активируя процессы пролиферации и ингибируя создание 
пула клеток для дальнейшей дедифференцировки. 
Ключевые слова: хромаффинные клетки, надпочечник, эндокринный дисраптор, ДДТ. Реге-
нерация 
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REGENERATION CAPACITY OF ADRENAL MEDULLA IN DEVELOPMENTALLY EX-
POSED TO ENDOCRINE DISRUPTORS ORGANISMS 
 The present investigation shows that postnatal exposure to low doses of endocrine disrupter DDT 
alters regeneration potential of adrenal chromaffin cells by enhancement of proliferation and inhi-
bition of pool of cells capable of dedifferentiation. 
Key words: chromaffin cells, adrenal gland, endocrine disrupter, DDT, regeneration 

Введение. 
Паренхима мозгового вещества надпочечников представлена хромаффинными клет-

ками, продуцирующими катехоламины [1]. Известно, что регенераторный потенциал хрома-
ффинных клеток невелик [2,3,4]. В связи с этим, нарушение процессов физиологической ре-
генерации может иметь негативные последствия для всего организма, поскольку именно моз-
говое вещество надпочечников является основным источником адреналина – гормона, регу-
лирующего функционирование органов и обменные процессы. Воздействие эндокринных ди-
срапторов является глобальной проблемой, поскольку они распространены повсеместно 
[5,6,7]. Дихлордифенилтрихлорэтан (ДДТ) относится к наиболее распространенным и перси-
стирующим загрязнителям с дисрапторным действием [8,9,10]. В наших предыдущих иссле-
дованиях мы установили нарушение синтеза и выделения катехоламинов из хромаффинных 
клеток при воздействии низких доз ДДТ на развивающийся организм [11,12]. Целью настоя-
щего исследования была оценка регенераторного потенциала мозгового вещества у организ-
мов, подвергавшихся воздействию низких доз ДДТ в постнатальном развитии.  

Материалы и методы. 
Эксперимент был выполнен на самцах крыс Вистар (n=40). Животные получали ДДТ с 

момента рождения до достижения возраста 70 суток, когда рост надпочечников у крыс завер-
шается. Первые три недели крысы получали ДДТ с молоком матери, потреблявшей вместо 
воды раствор ДДТ с концентрацией 20 мкг/л, затем самостоятельно. Среднесуточная доза 
потребления не превышала 3 мкг/кг. Расчет дозы ДДТ выполняли согласно требованиям к 
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определению его низких доз [13]. Животные контрольной группы потребляли водопровод-
ную воду. Животных выводили из эксперимента в пубертатном возрасте (6 недель) и 70 су-
ток, когда рост надпочечника прекращается [14]. Проводили гистологическое исследование 
экваториальных срезов надпочечников. Определение β-катенина в хромаффинных клетках, а 
также Ki-67, Oct4, Sonic Hedgehog (Shh), Ascl1 и тирозингидроксилазы проводили методом 
иммуногистохимии с помощью поликлональных кроличьих антител («Abcam» США). Реак-
цию визуализировали с помощью набора реактивов «UltraVision LP Detection System» 
(«ThermoScientific», США). Для количественной оценки морфологических параметров ис-
пользовали программу для морфометрии «ImageScope» («Leica Microsystems», Германия). 
Статистическую обработку данных производили с помощью программы Statistica 7.0 
(«Statsoft Inc.», США). Сравнение независимых групп проводили с помощью t-критерия Сть-
юдента с учетом значений критерия Левена о равенстве дисперсий и χ2. Cтатистически зна-
чимыми различия считались при р<0,05. 

Полученные результаты. 
Исследование показало, что низкодозовое воздействие на организм крысы не вызывало 

значимых нарушений в структурном развитии как надпочечника в целом, так и его мозгового 
вещества. В пубертатном возрасте анатомические и гистологические показатели развития, 
такие как масса органа, размер, соотношение коркового и мозгового вещества, площадь па-
ренхимы мозгового вещества не отличались от значений контрольной группы. На 70-е сутки 
постнатального развития, когда рост надпочечника крысы прекращается, морфологических 
различий от интактных животных мы также не наблюдали.  

Пролиферативные процессы в хромаффинных клетках тем не менее протекали иначе. В 
пубертатном возрасте они замедлялись, а на 70-е сутки вместо физиологического снижения 
темпов деления клеток наблюдалось значительное его повышение (рис. 1). 

В исследовании были выявлены значительно более низкие показатели синтеза тирозин-
гидроксилазы, фермента, лимитирующего скорость синтеза катехоламинов, и периоде роста 
органа и особенно после его завершения (рис. 1). Таким образом, к моменту максимального 
развития органа в мозговом веществе надпочечников крыс, подвергавшихся воздействию 
ДДТ, обнаруживалось большое количество делящихся хромаффинных клеток с низкой экс-
прессией тирозингидроксилазы, являющейся маркером высокой степени дифференцировки 
хромаффиноцитов.  

Известно, что механизмы физиологической регенерации мозгового вещества надпочеч-
ников включают пролиферацию клеток и создание пула высокодифференцированных хрома-
ффиноцитов способных к переходу в менее дифференцированное состояние путем активации 
экспрессии факторов плюрипотентности Oct4, лиганда Sonic Hedgehog (Shh) и канонического 
Wnt-сигналинга [3,15,16,17,18,19,20,21,22]. Изучение изменений экспрессии этих факторов у 
крыс, потреблявших ДДТ в низких дозах с первого дня жизни, показало значительные отли-
чия от параметров интактных животных (рис. 1). В периоде роста надпочечников экспрессия 
фактора поддержания плюрипотентности Oct4 характеризовалась более высокими значени-
ями. С возрастом этот показатель увеличивался, как и у интактных животных, но в суще-
ственно меньшей степени. Аналогичная картина наблюдалась и в отношении лиганда Shh, 
который обнаруживался в клетках у интактных крыс только на 70-е сутки. Исследование ак-
тивации канонического Wnt-сигналинга в хромаффинных клетках показало, что его увеличе-
ния к моменту завершения роста органа не наблюдалось. Эти данные свидетельствуют о зна-
чительно меньших темпах формирования пула клеток для регенерации. 
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Рис. 1. Относительные изменения содержания тирозингидроксилазы в хромаффинных клетках, содержания Ki-67, 

Oct4, Shh-экспрессирующих клеток и клеток с активацией канонического Wnt-сигналинга в пубертатном периоде (а) 
и после завершения роста органа на 70-е сутки (б). * – р<0,05 по сравнению с контролем. 

 
Дополнительно было проведено исследование экспрессии фактора Ascl1, играющего 

важную роль в коммитировании и дифференцировке ранних предшественников шванновских 
клеток [23]. Иммуногистохимическое определение показало, что в мозговом веществе отсут-
ствуют клетки, содержащие этот белок, следовательно, низкодифференцированных предше-
ственников в мозговом веществе надпочечников у крыс, подвергавшихся воздействию низ-
ких доз ДДТ в постнатальном развитии, не было. 

Выводы. 
Воздействие эндокринного дисраптора ДДТ в постнатальном развитии не влияет на ана-

томические и гистологические параметры, но изменяет регенераторный потенциал клеток, 
снижая формирование пула высокодифференцированных хромаффиноцитов, способных к 
переходу в низкодифференцированное состояние и повышая их пролиферативную актив-
ность. Вероятно, что увеличение пролиферации хромаффинных клеток является компенса-
торным процессом в ответ на ингибирование синтеза тирозингидроксилазы. 

Заключение. 
Авторы считают, что в данной работе новыми являются следующие положения и ре-

зультаты: эндокринный дисраптор ДДТ изменяет механизмы физиологической регенерации 
хромаффинных клеток надпочечников. 

 
Работа выполнена по государственному заданию рег. номер № FGFZ-2022-0035.  
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РОЛЬ ФАКТОРОВ ПЛЮРИПОТЕНТНОСТИ В РАЗВИТИИ ХРОМАФФИННЫХ 
КЛЕТОК НАДПОЧЕЧНИКОВ В ОНТОГЕНЕЗЕ 
Изучена экспрессия факторов плюрипотентости в постнатальном развитии хромаффин-
ных клеток надпочечников. Установлено, что увеличение клеточной популяции хромаффин-
ноцитов происходит при низком уровне экспрессии факторов плюрипотентности, а сниже-
ние пролиферативной активности хромаффинных клеток после завершения роста органа 
сопровождается увеличением экспрессии транскрипционных факторов, способствующих 
переходу клеток в низкодифференцированное состояние. 
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ROLE OF PLURIPOTENCY FACTORS IN DEVELOPMENT OF ADRENAL CHROMAF-
FIN CELLS DURING ONTOGENY 
Expression of pluripotency factors in adrenal chromaffin cells was assessed during ontogeny. In-
crease in chromaffin cells population was in parallel with low level of expression of pluripotency 
factors. Reduction of proliferation rate after the end of adrenals growth was associated with up-
regulation of pluripotency factors which contribute to transition of cells to low-differentiated state. 
Key words: adrenal gland, adrenal medulla, chromaffin cells, pluripotency factors, growth  
 
Введение. 

Хромаффинные клетки мозгового вещества надпочечников возникают из предшествен-
ников шванновских клеток и дифференцируются в адреналин-продуцирующие и норадрена-
лин-продуцирующие клетки [1, 2].  В процессе постнатального развития численность хрома-
ффинных клеток увеличивается, а после завершения роста надпочечника они вступают в дли-
тельный период самоподдержания клеточной популяции. О роли факторов плюрипотентно-
сти в постнатальном развитии хромаффинной ткани известно немногое. Крайне мало данных 
о транскрипционных факторах, контролирующих пролиферацию и дифференцировку хрома-
ффинных клеток в надпочечниках малочисленны [3].  Установление механизмов развития и 
регенерации мозгового вещества надпочечников и их транскрипционного контроля позволит 
сформировать новые подходы к получению линий дифференцированных хромаффинных 
клеток надпочечников, трансплантация которых рассматривается в настоящее время как 
наиболее эффективный по сути метод лечения болезни Паркинсона и ряда других заболева-
ний [4]. Целью работы являлось изучение роли факторов плюрипотентности, связанных с 
поддержанием самообновления клеток, в процессе постнатального развития мозгового веще-
ства надпочечников. 

Материалы и методы. 
Эксперимент проводился на самцах крыс Вистар (n=20). Животных выводили из экспе-

римента на 42-е сутки, что соответствует пубертатному периоду, когда надпочечник активно 
развивается и на 70-е сутки т.е.  в постпубертатном периоде, когда рост надпочечника крысы 
завершается [5]. Проводили гистологическое исследование экваториальных срезов органа, 
окрашенных гематоксилином и эозином. Морфометрию светооптических препаратов прово-
дили с помощью программы “Image Scope” (“Leica Microsystems”, Германия). Определяли 
площадь мозгового вещества и площадь, занимаемую хромаффинными клетками в мозговом 
веществе. Для определения терминальной дифференцировки и функциональной активности 
хромаффинных клеток использовали иммуногистохимическое выявление тирозингидрокси-
лазы с помощью поликлональных кроличьих антител (“Abcam”, Великобритания). Для изу-
чения пролиферативной активности хромаффинных клеток проводили иммуногистохимиче-
ское определение экспрессии Ki-67, экспрессию лиганда Shh, транскрипционных факторов 
Ascl1, Oct4 и Sox2 в хромаффинных клетках выявляли также иммуногистохимическим мето-
дом c использованием поликлональных антител (“Abcam”, Великобритания). Подсчитывали 
процент позитивных клеток. Иммуногистохимические реакции проводили в соответствии с 
рекомендациями производителя и визуализировали с помощью системы для визуализации 
“Abcam” (Великобритания). Срезы без инкубации с первичными антителами использовали в 
качестве негативного контроля. Срезы докрашивали гематоксилином Майера. Статистиче-
скую обработку осуществляли с помощью пакета прикладных программ Statistica 7.0 (Statsoft 
Inc., США). Центральные тенденции и рассеяния количественных признаков, имеющих 
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приближенно нормальное распределение, описывали средним значением и стандартной 
ошибкой среднего значения (М±m). Сравнение независимых групп по количественному при-
знаку выполняли с помощью t-критерия Стьюдента с учетом значений критерия Левена о 
равенстве дисперсий и χ2. Различия считали статистически значимыми при р<0,05. 

Полученные результаты. 
У крыс пубертатного возраста мозговое вещество надпочечников было образовано 

скоплениями хромаффинных клеток, разделенных венозными синусоидами.  Скопления хро-
маффинных клеток были разделены прослойками соединительной ткани и контактировали с 
венозными и капиллярными синусами.  

Иммуногистохимическое выявление транскрипционного фактора Ascl1, являющегося 
ранним фактором дифференцировки клеток нервной системы, не обнаружило наличия этого 
фактора в хромаффинных клетках. Выявление тирозингидроксилазы, являющейся маркером 
высокой степени дифференцировки хромаффинных клеток, показало очень высокую экс-
прессию этого фермента у всех хромаффинных клеток. Исследование Ki-67 выявило наличие 
небольшого количество пролиферирующих хромаффиноцитов. Среди хромаффинных клеток 
выявлялись немногочисленные Oct4-позитивные клетки с ядерной локализацией, а тран-
скрипционный фактор Sox2 не выявлялся. Обнаруживались единичные клетки с ядерной ло-
кализацией сигнальной молекулы Shh.  

После завершения полового созревания к 70-м суткам постнатального развития у крыс 
размеры надпочечника крыс статистически значимо увеличились по сравнению с пубертат-
ным периодом. Площадь мозгового вещества и хромаффинных клеток в нем увеличились, 
при этом соотношение паренхимы и стромы не изменялось. Высокое содержание в цито-
плазме тирозингидроксилазы отмечалось, как и в предыдущем возрастном периоде, во всех 
хромаффинных клетках. Пролиферативная активность клеток была снижена, о чём свиде-
тельствовало уменьшение численности Ki-67-позитивных хромаффиноцитов. К началу 
постпубертатного периода количество Oct-4-позитивных клеток увеличилось. Все они харак-
теризовались ядерной локализацией этого фактора. Доля Shh-позитивных клеток значи-
тельно возросла, и, как и ранее, лиганд Shh обнаруживался только в ядре. Sox2 и Ascl1 по 
прежнему не выявлялись. 

Хромаффинные клетки надпочечников и нейроны симпатического звена автономной 
нервной системы происходят из общих клеток-предшественников нервного гребня [6]. Сиг-
нальный путь Shh играет важную роль в нейрогенезе и формировании нейронных паттернов 
во время развития нервной системы [7,8]. В настоящем исследовании мы установили, что 
процент хромаффинных клеток с ядерной локализацией лиганда Shh увеличивается к мо-
менту завершения роста надпочечника.  

Факторы транскрипции Oct4 и Sox2 экспрессируются на самых ранних стадиях эмбрио-
генеза млекопитающих [9]. Oct4 имеет решающее значение для поддержания плюрипотент-
ности во внутренней клеточной массе во время эмбриогенеза и обладает уникальными струк-
турными свойствами, которые отличают его от других членов семейства POU. Sox2 также 
имеет решающее значение для поддержания плюрипотентности, но необязателен для ее уста-
новления во время эмбриогенеза, возможно, из-за дублирования с другими членами семей-
ства Sox [10]. В настоящей работе мы продемонстрировали, что транскрипционный фактор 
Oct4 также синтезируется и в хромаффинных клетках мозгового вещества надпочечников в 
процессе постнатального развития. Завершение периода роста сопровождалось закономер-
ным снижением числа пролиферирующих клеток. Высокий уровень экспрессии тирозингид-
роксилазы и отсутствие Ascl1, обнаруживаемые во всех без исключения хромаффинных клет-
ках указывают на их терминальную дифференцировку и значительную функциональную ак-
тивность как в периоде роста мозгового вещества, так и после его завершения [11]. Эти дан-
ные означают, что выявленные и Ki-67-, и Shh-, и Oct4-позитивные клетки, являются высо-
кодифференцированными хромаффинными клетками и указывают на отсутствие в мозговом 
веществе пула недифференцированных предшественников. Экспрессия Oct4 напрямую не 
связана с пролиферацией, так как на фоне снижения доли Ki-67-позитивных клеток 
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происходит увеличение процента Oct4-позитивных клеток. Активация экспрессии Oct4 и 
Shh, их связывание с ДНК указывает на возможность дедифференцировки клеток [11]. Ана-
логичные явления были обнаружены и в корковом веществе надпочечников взрослого орга-
низма [12]. Возможно, что отсутствие фактора плюрипотентности Sox2 не является необхо-
димым условием для поддержания регенераторного потенциала хромаффинных клеток, или 
экспрессия Sox2 кратковременна, так как имеются данные, что этот фактор необходим для 
индукции, а не поддержания плюрипотентности [13].  

Выводы. 
Хромаффинные клетки мозгового вещества надпочечников экспрессируют факторы 

плюрипотентности в постнатальном развитии. Увеличение клеточной популяции хромаф-
финноцитов происходит при низком уровне экспрессии факторов плюрипотентности, а сни-
жение пролиферативной активности хромаффинных клеток после завершения роста органа 
сопровождается увеличением экспрессии транскрипционных факторов, способствующих пе-
реходу клеток в низкодифференцированное состояние.  

Заключение. 
Авторы считают, что в данной работе новыми являются следующие положения и ре-

зультаты. Механизмы самоподдержания популяции хромаффинных клеток в постнатальном 
развитии включают увеличение экспрессии факторов плюрипотентности, что указывает на 
роль снижения дифференцировки клеток как источника для дальнейшей пролиферации. 

  
Работа выполнена по государственному заданию рег. номер № FGFZ-2022-0035. 
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НЕЙРОПРОТЕКТОРНЫЙ ЭФФЕКТ ПЕПТИДА HLDF-6-H ПРИ БОЛЕЗНИ  
ПАРКИНСОНА. 
В статье обсуждаются вопросы изучения нейропротекторной активности пептида HLDF-
6-H на экспериментальной модели болезни Паркинсона и для коррекции моторных и 
немоторных симптомов этого заболевания при хроническом интраназальном применении 
пациентами, страдающими от болезни Паркинсона.  
Ключевые слова: Пептид HLDF-6-H, нейропротекторы, нейротрофические факторы, мо-
дель болезни Паркинсона, лечение болезни Паркинсона. 
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NEUROPROTECTIVE EFFECT OF HLDF-6-H PEPTIDE IN PARKINSON'S  
DISEASE. 
The article discusses the neuroprotective activity of the HLDF-6-H peptide in an experimental model 
of Parkinson's disease and for overcoming the motor and non-motor symptoms of this disease when 
chronically administered intranasally to patients suffering from Parkinson's disease. 
Keywords: HLDF-6-H peptide, neuroprotectors, neurotrophic factors, Parkinson's disease model, 
treatment of Parkinson's disease. 

 
Введение  
Нейродегенеративные заболевания стали одной из наиболее значимых проблем совре-

менной медицины. Болезнь Паркинсона (БП), наряду с болезнью Альцгеймера является про-
грессирующим хроническим нейродегенеративным заболеванием, сопровождающимся ухуд-
шением когнитивных функций и ухудшающим качество жизни пожилых людей. При БП име-
ется множество патологических каскадов, связанных с развитием нарушений убиквитин-про-
теасомного пути, нейровоспалением и дисфункцией митохондрий, которые приводят к 
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эксайтотоксичности, активации NMDA-рецепторов, окислительному стрессу и апоптотиче-
ской гибели клеток. Дисфункциями, характерными для БП, являются активация микроглии, 
сверхэкспрессия белка синуклеина, образование нерастворимых агрегатов синуклеина в 
нейронах черной субстанции, нейродегенерация в голубом пятне и изменения уровней моно-
аминов, нейротрофинов, провоспалительных цитокинов, стероидов, белков везикулярного 
цикла. 

Локомоторные симптомы, возникающие на клинической стадии БП вследствие 
нигростриарной дофаминергической дегенерации, наиболее часто проявляются в виде тре-
мора покоя, брадикинезии, ригидности и снижении постурального рефлекса [1]. Заболевание 
неизбежно прогрессирует от легкого тремора в покое до тяжелой инвалидности и может со-
провождаться различными психическими нарушениями, включая тревогу, депрессию, галлю-
цинации и деменцию [2]. Некоторые из немоторных симптомов, в том числе, обонятельные 
дисфункции, нарушения сна и вегетативная дисфункция возникают уже на доклинической 
стадии БП [3]. Заместительная терапия предшественниками дофамина и агонистами дофами-
новых рецепторов широко используется для лечения двигательных симптомов у пациентов с 
БП, но она не замедляет прогрессирование заболевания и не приводит к выздоровлению. БП 
неизбежно прогрессирует от легкого тремора в покое до тяжелой инвалидности, сопровож-
дающейся психическими расстройствами. Лечения БП, которое могло бы предотвратить про-
грессирование этого неизлечимого заболевания, еще не разработано [4]. Существующая те-
рапия БП направлена на преодоление последствий, вызванных нейродегенерацией дофами-
нергических нейронов в компактной части черной субстанции (SNpc), а не на саму причину 
заболевания. Задача нахождения путей для преодоления дегенерации нигростриарной си-
стемы является по-настоящему актуальной. В этой связи особую значимость приобретает раз-
работка нетоксичных и высокоэффективных препаратов нейропротекторного действия, 
направленных на лечение БП за счет преодоления нейродегенерации дофаминергических 
нейронов в SNpc и купирования нейровоспаления.  

Установлено, что свойствами мультитаргетного нейропротекторного препарата обла-
дает синтетический инновационный нейропротекторный пептид HLDF-6-Н (Thr-Gly-Glu-
Hse-His-Arg-NH2), в котором с целью повышения гидролитической стабильности при хране-
нии водных растворов, аспарагин в пептиде HLDF-6 был заменен на гомосерин (Hse) [5, 6]. 
Пептид HLDF-6-Н является аналогом шестичленного фрагмента 41 – 46 присутствующего в 
центральной нервной системе белкового фактора Human Leukemia Differentiation Factor 
(HLDF) [7]. При этой модификации пептида полностью сохранились его аффинность при свя-
зывании с мембранами клеток коры головного мозга крыс [8] и физиологическая активность 
в экспериментальной модели болезни Паркинсона [5]. 

Физиологический нормализующий эффект регуляторных нейропротекторных пепти-
дов HLDF-6 и его аналога HLDF-6-Н реализуется через несколько регуляторных систем, 
включающих несколько молекулярных мишеней. Мишенями фармакологической активности 
являются NMDA-рецепторы, метаботропная глутаматная, серотониновая и опиоидная си-
стемы, взаимодействуя с которыми реализуется его ноотропная [8], анксиолитическая [9], 
нейропротекторная [10] и антивозрастная активность [11]. 

Цель работы: Работа направлена на изучение эффектов пептида HLDF-6-H в экспе-
риментальной МФТП модели доклинической стадии БП и анализ данных по изменению вы-
раженности моторных и немоторных симптомов БП, полученных на основе субъективной 
оценки пациентов, использующих бальзам “Ринохеалинг” в дополнение к стандартной фар-
макотерапии. 

Материалы и методы. 
Синтез пептида HLDF-6-H описан [5]. 
Исследовали 36 самцов мышей линии C57Bl/6 в возрасте 7-8 недель, массой 22-23 г из 

питомника «Столбовая» РАМН. Условия содержания животных соответствовали действую-
щим санитарным требованиям к устройству, оборудованию и содержанию клиник, предна-
значенных для биологических экспериментов. Стандартный лабораторный рацион 
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соответствовал действующим нормам. Мышей содержали по шесть животных в клетке со 
свободным доступом к воде и пище при 21°C с использованием 12/12-часового цикла свет-
темнота. Условия окружающей среды (температура, влажность, освещенность, вентиляция, 
состав подстилки) соответствовали требованиям содержания лабораторных животных. Ис-
пытания на животных начинали после двухнедельного периода адаптации к условиям вива-
рия. 

Нейропротекторную активность пептида HDLF-6-H изучали на модели доклиниче-
ской стадии БП, индуцированной введением мышам линии C57Bl/6 токсина МФТП (1-метил-
4-фенил-1,2,3,6-тетрагидропиридин). 36 мышей были случайным образом разделены на три 
группы по 12 животных в каждой группе: «Контроль» – контрольное введение носителя; 
«Токсин» - введение МФТП; «Пептид» - введение МФТП / HLDF-6-H. Мыши групп «Токсин» 
и «Пептид» получали две внутрибрюшинные инъекции МФТП-HCl в дозе 18 мг/кг с интер-
валом 2 часа в объеме 200 мкл; контрольные мыши получали инъекции физиологического 
раствора. 

Ранее на моделях тревожного расстройства и болезни Альцгеймера было установлено, 
что физиологически активная доза пептида HLDF-6 составляет 300 мкг/кг, а интраназальное 
введение имеет преимущество перед другими способами введения пептида [9, 10]. Введение 
(«Пептид») начинали через 1 час после введения токсина. Пептид растворяли в 0,9% NaCl и 
вводили интраназально в дозе 300 мкг/кг в две ноздри поровну в общем объеме 6 мкл с по-
мощью микропипетки Eppendorf ежедневно в течение 3 недель. В дни тестирования двига-
тельной активности пептиды вводили за час до помещения животных в тесты «Вертикальная 
решетка», «Вертикальная стержень», «Вращающийся стержень», «Горизонтальная решетка» 
и «Вынужденное плавание». Животным из групп «Контроль» и «Токсин» интраназально вво-
дили одинаковый объем 0.9% NaCl. 

Поведенческие эксперименты в тесте «Вынужденное плавание» выполняли согласно 
[12]. Этот тест проводили 3 раза, на 9, 16 и 21 день после введения токсина. Тесты «Верти-
кальная решетка», «Вертикальный стержень» и «Вращающийся стержень» выполнялись еже-
недельно согласно ранее опубликованной методике [5]. 

На основе пептида HDLF-6-H был разработан и зарегистрирован «Регенерирующий 
бальзам Ринохеалинг», содержащий 0,25 или 0,5% пептида HDLF-6-H. В эксперименте по 
оценке его антипаркинсонической активности участвовала группа пациентов с разными фор-
мами и разными стадиями болезни Паркинсона.  

В группу были включены 24 пациента с болезнью Паркинсона, из них 10 женщин от 
38 до 70 лет с длительностью заболевания от 1 года до 16 лет и 14 мужчин от 36 до 69 лет с 
длительностью заболевания от 1,5 до 18 лет. Назальный регенерирующий бальзам «Ри-
нохеалинг» применяется как препарат дополнительной терапии, при полном сохранении ра-
нее назначенного фармацевтического лечения болезни Паркинсона. Пациентам проводилось 
интраназальное введение препарата «Регенерирующий бальзам Ринохеалинг 0,25%» дважды 
в сутки в суточной дозе 500 мкг из расчета 9–20 мкг в сутки на килограмм веса больного, или 
трижды в сутки водный раствор «Регенерирующий бальзам Ринохеалинг 0,5%» в суточной 
дозе 1500 мкг из расчета 15–31 мкг в сутки на килограмм веса больного. Для оценки дина-
мики изменения патологических симптомов БП использовалась упрощенная форма унифи-
цированной шкалы оценки болезни Паркинсона Международного общества расстройств дви-
жений MDS-Unified Parkinson’s Disease Rating Scale (MDS-UPDRS), применяемой во всем 
мире при клинических испытаниях и тестировании прогрессирования заболевания. 

Полученные результаты. 
Болезнь Паркинсона в настоящее время относится к неизлечимым идиопатическим 

нейродегенеративным заболеваниям. Патогенез БП связан с одновременным повреждением 
нервной, эндокринной и иммунной систем. По этой причине все многочисленные попытки 
создания монотаргетного препарата для лечения БП, основанного на воздействии на одну 
мишень в одном патологическом каскаде, закончились неудачей. Достичь успеха в лечение 
БП, можно только при использовании мультитаргетного нейропротекторного препарата, 
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оказывающего регуляторное воздействие на нервную, эндокринную и иммунную системы. 
Снижение уровня дофамина в стриатуме является ключевым фактором патогенеза БП и кор-
релирует с тяжестью заболевания. Установлено, что свойствами мультитаргетного нейропро-
тектора обладает синтетический инновационный нейропротекторный пептид HLDF-6-Н, хро-
ническое интраназальное применение которого приводит к нормализации уровня дофамина 
в стриатуме и двигательной активности на экспериментальной модели БП [5]. 

Установлено, что на МФТП модели досимптомной стадии БП, в результате одновре-
менного действия токсина МФТП и трехкратного стрессирующего влияния теста «Вынуж-
денное плавание» (ВП) наблюдается развитие депрессивно-подобного синдрома, который 
блокируется пептидом HLDF-6-H. Время иммобилизации животных группы «Токсин» досто-
верно превышает этот параметр у животных группы «Контроль». Время иммобилизации мы-
шей в 1.5 раза повышается под действием токсина и снижается практически до уровня кон-
троля после хронического введения пептида (141 ± 17, 204 ± 20 и 172 ± 11 сек в группах 
«Контроль», «Токсин» и «Пептид», соответственно, р<0.05). При тестировании на первой и 
второй неделях после введения токсина подобных отличий не наблюдалось. 

Все нейродегенеративные заболевания сопровождаются развитием нейровоспаления, 
ассоциированного с развитием воспалительных реакций в кровяном русле. Оценка активно-
сти маркеров воспаления лейкоцитарной эластазы (ЛЭ) и α1-протеиназного ингибитора (α1-
ПИ) и их соотношения в сыворотке крови показала, что реализуемая на МФТП модели БП 
депрессия сопровождается значительным снижением протеазно-ингибиторного индекса 
(ПИИ), определяемого соотношением активности ЛЭ и α1-протеиназного ингибитора α1-ПИ. 
Основным регулятором активности ЛЭ является α1-ПИ, который относится к белкам острой 
фазы. ПИИ характеризует активность воспалительных реакций и определяет направленность 
деструктивного процесса. Протеазно-ингибиторный индекс положительно коррелирует со 
временем иммобилизации мышей в тесте ВП (r = + 0.67, p = 0.032). На рассмотренной МФТП 
модели БП установлено, что противовоспалительное действие HLDF-6-H связано со сниже-
нием активности ЛЭ. Время иммобилизации мышей в тесте ВП положительно коррелирует с 
уровнем лейкоцитарной эластазы (r = + 0.81, p = 0.015) и отрицательно с α1-протеиназным 
ингибитором (r = - 0.79, p = 0.012).  

Развитие депрессии на МФТП модели влияет на уровни провоспалительных цитоки-
нов в отделах мозга. При развитии депрессии на МФТП модели, уровень мРНК фактора 
некроза опухоли α (TNF-α) в гипоталамусе и среднем мозге положительно коррелируют со 
временем иммобилизации мышей в тесте ВП (r = + 0,80, p = 0,005) и (r = + 0,56, p = 0,0481), 
соответственно. Уровень мРНК фактора ингибирования миграции макрофагов (MIF) в сред-
нем мозге также положительно коррелирует со временем иммобилизации мышей в тесте ВП 
(r = + 0,62, p = 0,032). 

Пептид HLDF-6-H восстанавливает в стриатуме уровень интерлейкина 1β, обладаю-
щего наряду с иммунотропной и нейротропной активностью, регулируя синтез нейротрофи-
нов в ЦНС и стимулируя аксоногенез на МФТП модели БП. Восстановление аксонов SNpc 
нейронов приводит к росту дофамина в стриатумах при БП. Через три недели после введения 
МФТП наблюдалось снижение уровня мРНК мРНК IL-1β на 24% в среднем мозге мышей. На 
этом фоне три недели интраназального введения HLDF-6-H приводил к повышению уровня 
мРНК интерлейкина 1β на 28%. Уровень мРНК IL-1β в стриатуме отрицательно коррелирует 
с временем иммобилизации в тесте ВП (r = - 0.659, p = 0.020). Таким образом, повышение 
уровня мРНК IL-1β в стриатуме сопровождается снижением проявления депрессии. Ранее 
было установлено, что протекторное влияние пептида HLDF-6-H на МФТП модели досимп-
томной стадии БП также сопровождается восстановлением пониженных уровней мРНК IL-
1β и мРНК IFNγ  в целом мозге мышей  [5].  

Хроническое лечение пептидом HLDF-6-H при развитии депрессии на МФТП модели 
БП оказывает влияние на измененные уровни нейротрофических факторов и ростовых фак-
торов в отделах мозга. Для животных получавших пептид, в гипоталамусе время иммобили-
зации в тесте ВП отрицательно коррелировало с мРНК BDNF (r = - 0,51 p = 0,090) и 
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трансформирующего фактора роста β1 (TGF β1) (r = - 0.71, p = 0.020). Таким образом, сниже-
ние уровней BDNF и TGF β1 в гипоталамусе коррелирует с повышением симптомов депрес-
сии. Одним из ключевых отделов мозга при развитии стресса и депрессии является гипофиз. 
В гипофизе животных группы «Токсин» по сравнению с контролем произошло некоторое 
снижение мРНК BDNF на 8%. В результате введения пептида в течение трех недель, уровень 
мРНК BDNF в группе «Пептид» увеличился на 41%, по сравнению с группой «Токсин». При 
этом в гипофизе животных получавших пептид, уровень мРНК BDNF отрицательно корре-
лировал со временем иммобилизации в тесте ВП (r = - 0,69 p = 0,019). Эти данные свидетель-
ствуют о том, что увеличение под действием пептида HLDF-6-H уровня мРНК BDNF в гипо-
физе сопровождается снижением проявления депрессии. 

При развитии депрессии на МФТП модели БП происходит снижение уровней эстра-
диола и кортизола, а действие HLDF-6-H приводит к их восстановлению. Положительная ак-
тивность HLDF-6-H сопровождается снижением воспалительных реакций и нормализацией 
уровней стероидов. Тестостерон и прогестерон в тканях подвергаются биотрансформации 
под действием фермента 5-альфа редуктазы, превращаясь в соответствующие дигидро-про-
изводные. Снижая активность этого фермента, удается повысить уровень тестостерона и 
направить его биотрансформацию в сторону образования 17-эстрадиола, обладающего высо-
кими нейропротекторными свойствами. 

Проявление депрессивно-подобного синдрома нарастает при снижении уровня андро-
стендиона и прогестерона. Это находит свое выражение в том, что у животных группы «Ток-
син» время иммобилизации мышей в тесте ВП отрицательно коррелирует с уровнем андро-
стендиона (r = - 0.79, p = 0.006) и прогестерона (r = - 0.67, p = 0.011). Хроническое лечение 
пептидом HLDF-6-H при развитии депрессии на МФТП модели БП оказывает влияние на си-
стему кортикостероидов и половых гормонов. По сравнению с группой «Контроль», через 
три недели после введения МФТП происходит снижение уровня кортизола и эстрадиола на 
58 и 27%, соответственно. По сравнению с группой «Токсин», три недели интраназального 
введения HLDF-6-H приводит к повышению уровней кортизола и эстрадиола на 41 и 27%, 
соответственно. Для мышей получавших пептид, время иммобилизации в тесте ВП, отрица-
тельно коррелирует с кортизолом (r = - 0.78, p = 0.022) и с эстрадиолом (r = - 0.73, p = 0.015). 
Установлено, что проявление депрессии снижается с ростом концентрации этих стероидов. 

Таким образом, в результате исследований на экспериментальных животных было 
установлено, что хроническое введение пептида HLDF-6-H (интраназально, 3 нед, 300 
мкг/кг/сут) восстанавливает уровень дофамина и его оборот в стриатуме, повышает уровень 
эстрадиола в сыворотке крови и приводит к преодолению двигательных дисфункций. Кроме 
того, HLDF-6-H нормализуют уровни мРНК нейротрофина BDNF и медиаторов воспаления 
TGFβ1, IL1β и IFNγ  в головном мозге. Нейропротекторный механизм HLDF-6-H при БП 
включает нормализацию уровня нейровоспалительных маркеров, эстрадиола и экспрессию 
ключевых факторов нейротрофической поддержки. Результат нормализации многих патоло-
гических симптомов БП в нервной, эндокринной и иммунной системах, достигнут впервые в 
мире, так как современная фармацевтика не способна даже замедлить прогрессирование бо-
лезни Паркинсона. Полученные результаты свидетельствуют о том, что пептид HLDF-6-H 
обладает терапевтическим потенциалом для лечения болезни Паркинсона [5]. 

Пептид HLDF-6-H зарегистрирован как назальный регенерирующий бальзам «Ри-
нохеалинг» (ЕАЭС N RU Д-RU.РА09.В.82178/23). Полностью безвредный регенерирующий 
бальзам «Ринохеалинг» правомерно применять всем гражданам без ограничения. Впервые 
установлено, что использование в качестве дополнительной терапии назальных капель «Ри-
нохеалинг», приводит к положительному эффекту, связанному с купированием отрицатель-
ных симптомов БП, как при ранних, так и развернутых стадиях этого заболевания. Примене-
ние для лечения БП регенерирующего бальзама «Ринохеалинг», позволило впервые обратить 
это неизлечимое заболевание вспять. Использование регенерирующего бальзама «Ри-
нохеалинг» в качестве дополнительной терапии для преодоления патологических симптомов, 
возникших в результате БП, не имеет аналогов, так как другого лечения этого неизлечимого 
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в настоящее время заболевания, еще не разработано [4]. 
Отмечено, что ослабление выраженности ряда моторных и немоторных патологиче-

ских симптомов БП от применения в качестве дополнительной терапии регенерирующего 
бальзама «Ринохеалинг» в дозе 0,5 мг/сутки развивается во времени. Установлено, что в ре-
зультате применения «Ринохеалинг» в течение 1 и 6 месяцев, происходит увеличение доли 
пациентов, у которых произошло ослабление выраженности патологических симптомов БП: 
тремора с 22 до 61%, ригидности с 35 до 87%, нарушений скорости движения с 48 до 71%, 
нарушений равновесия с 47 до 82%, застывания с 40 до 80%, тревожно-депрессивного 
состояния с 40 до 80%, галлюцинаций 100 и 100%, нарушений памяти с 73 до 100%, наруше-
ний когнитивных функций с 87 до 100%, нарушений терморегуляции с 56 до 85%, запоров с 
55 до 78%, нарушений аппетита с 85 до 93%, снижения периода действия L-DOPA с 38 до 
69%, нарушений сна с 68 до 88%, соответственно (Рисунки 1, 2).  

Результатом, достигаемым за счет реализации дополнительной терапии пептидом 
HDLF-6-H, является повышение эффективности лечения за счет уменьшения резистентности 
к компенсирующей (базисной) антипаркинсонической терапии, а также за счет интенсивного 
преодоления патологических моторных и немоторных симптомов БП. Таким образом, если 
при традиционном лечении БП происходит неуклонное нарастание патологических симпто-
мов, то при использовании в качестве дополнительной терапии назального регенерирующего 
бальзама «Ринохеалинг» происходит ремиссия и снижение выраженности патологических 
симптомов БП. 

Выводы. 
Установлено антидепрессанто-подобное, нейропротекторное и противовоспалитель-

ное действие HLDF-6-Н при развитии депрессии на экспериментальной модели досимптом-
ной стадии болезни Паркинсона. Хроническое применение HLDF-6-H приводит к нормали-
зации локомоторной активности, многих измененных уровней цитокинов в отделах мозга, 
уровней стероидов в кровяном русле и сопровождается снижением воспалительных реакций. 

По субъективной оценке всех пациентов, применявших в качестве дополнительной те-
рапии регенерирующий бальзам «Ринохеалинг», наблюдается ослабление выраженности 
ряда моторных и немоторных симптомов болезни Паркинсона. 

Заключение 
Авторы считают, что в данной работе новыми являются следующие положения и ре-

зультаты:  
Пептид HLDF-6-Н обладает антидепрессантной, нейропротекторной и противовоспа-

лительной активностью при развитии депрессии на экспериментальной модели досимптом-
ной стадии болезни Паркинсона. 

В результате хронического интраназального применения пептида HLDF-6-H, в 
значительной мере происходит ослабление выраженности патологических моторных и 
немоторных симптомов болезни Паркинсона у всех пациентов, принимавших 
регенерирующий бальзам «Ринохеалинг» в качестве дополнительной терапии. Полученные 
результаты свидетельствуют о перспективности дальнейших исследований пептида HLDF-6-
Н в качестве дополнительного средства для терапии болезни Паркинсона. 
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Рисунки к статье 

 
Рис 1. Фармакодинамика изменения патологических симптомов болезни Паркинсона при приме-

нении регенерирующего бальзама «Ринохеалинг» на фоне основной фармакотерапии. Оценка по упрощен-
ной шкале MDS-UPDRS. Пациенты с исходным уровнем проявления паталогического симптома (100%) и 
доля этих пациентов без ослабления выраженности проявления симптома через 1, 4 и 6 месяцев (%). Мо-

торные симптомы. A - Ригидность, B - Тремор, C - Скорость движения, 
D - Равновесие, E - Застывания. 
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Рис 2. Фармакодинамика изменения патологических симптомов болезни Паркинсона при приме-

нении регенерирующего бальзама «Ринохеалинг» на фоне основной фармакотерапии. Оценка по упрощен-
ной шкале MDS-UPDRS. Пациенты с исходным уровнем проявления паталогического симптома (100%) и 

доля этих пациентов без ослабления выраженности проявления симптома через 1, 4 и 6 месяцев (%). 
Немоторные симптомы. A - Тревожно-депрессивное сост., B - Галлюцинации, 

C - Память, D - Когнитивные функции, E – Нарушения терморегуляции, F - Запоры, 
G - Сон, H - Период действия L-DOPA, K - Нарушения аппетита. 

 
Работа проведена в рамках выполнения государственного задания НИЦ «Курча-

товский институт». 
 
Литература.  

1. Magrinelli F, Picelli A, Tocco P, et al. Pathophysiology of motor dysfunction in Parkinson’s 
disease as the rationale for drug treatment and rehabilitation. // Parkinsons Dis. 2016. V.10. 
P. 1-18. DOI: 10.1155/2016/9832839 

2.  Franke C and Storch A Nonmotor fluctuations in Parkinson’s disease. // Int. Rev. Neurobiol. 
2017. V. 134. P. 947–971. DOI: 10.1016/bs.irn.2017.05.021 

3.  Braak H, Del Tredici K, Rüb U, et al. Staging of brain pathology related to sporadic Parkin-
son’s disease. // Neurobiology of Aging. 2003. V. 24. P. 197–211. DOI: 10.1016/s0197-
4580(02)00065-9 

4.  Kalia LV, Lang AE Parkinson's disease. // Lancet. 386(9996) (2015) 896-912. DOI: 
10.1016/S0140-6736(14)61393-3 

5.  Zolotarev YuA, Shram SI, Dadayan AK, Dolotov OV, Markov DD, Nagaev IYu, Kudrin 
VS, Narkevich VB, Sokolov OYu, Kost NV. HLDF-6 peptides exhibit neuroprotective ef-
fects in the experimental model of preclinical Parkinson's disease. // Neuropeptides, Decem-
ber 2022. V. 96. 10228715 https://doi.org/10.1016/j.npep.2022.102287 

6.  Zolotarev Yu. A., Dadayan A. K., Kozik V. S., Nagaev I. Yu., Azev V. N., Gorbunova E. 
Yu., Mustaeva L. G., Bogachouk A. P., Lipkin V. M., and Myasoedov N. F. Investigation of 
the Hydrolytic Stability of the HLDF-6-AA Antitumor Peptide by the Method of Accelerated 
Aging. // Russian Journal of Bioorganic Chemistry. 2020. Vol. 46. No. 6. P. 1044–1051. 
ISSN 1068-1620, DOI 10.1134/S1068162020060394 

7.  Костанян И.А., Астапова М.В., Наволоцкая Е.В., Лепихова Т.Н., Драницина С.М., Те-
легин Г.Б., Родионов И.Л., Байдакова Л.К., Золотарев Ю.А., Молотковская И.М., Либ-
кин В.М., Биологически активный фрагмент фактора дифференцировки клеток линии 
LH–60. Идентификация и свойства. // Биоорган. Химия. 2000. Т. 26. №7. С. 505-511 

8.  Ковалёв Г.И., Васильева Е.В., Салимов Р.М., Золотарев Ю.А., Дадаян А.К., Богачук 
А.П., Липкин В.М. Влияние субхронического введения пептида HLDF-6 на эффектив-
ность исследовательского поведения мышей линий C57Bl/6 и Balb/c. // Биоорган хи-
мия. 2021. Т. 47 № 1. C. 144–152. DOI: 10.31857/S0132342321010115 

Месяцы
1 2 3 4

Па
ци

ен
ты

, %

0

20

40

60

80

100

0    1     4    6

G

Месяцы
1 2 3 4

Па
ци

ен
ты

, %

0

20

40

60

80

100

0    1     4    6

H

Месяцы
1 2 3 4

Па
ци

ен
ты

, %

0

20

40

60

80

100

0    1     4    6

K

https://pubmed.ncbi.nlm.nih.gov/?term=Kalia+LV&cauthor_id=25904081
https://pubmed.ncbi.nlm.nih.gov/?term=Lang+AE&cauthor_id=25904081
https://www.sciencedirect.com/science/article/abs/pii/S0143417922000622?via%3Dihub#!
https://www.sciencedirect.com/science/article/abs/pii/S0143417922000622?via%3Dihub#!
https://www.sciencedirect.com/science/article/abs/pii/S0143417922000622?via%3Dihub#!
https://www.sciencedirect.com/science/article/abs/pii/S0143417922000622?via%3Dihub#!
https://www.sciencedirect.com/science/article/abs/pii/S0143417922000622?via%3Dihub#!
https://www.sciencedirect.com/science/article/abs/pii/S0143417922000622?via%3Dihub#!
https://www.sciencedirect.com/science/article/abs/pii/S0143417922000622?via%3Dihub#!
https://www.sciencedirect.com/science/article/abs/pii/S0143417922000622?via%3Dihub#!
https://www.sciencedirect.com/science/article/abs/pii/S0143417922000622?via%3Dihub#!
https://www.sciencedirect.com/science/article/abs/pii/S0143417922000622?via%3Dihub#!
https://www.sciencedirect.com/science/article/abs/pii/S0143417922000622?via%3Dihub#!
https://www.sciencedirect.com/journal/neuropeptides
https://doi.org/10.1016/j.npep.2022.102287


Секция 1. ЭКСПЕРИМЕНТАЛЬНАЯ БИОЛОГИЯ И КЛИНИЧЕСКАЯ МЕДИЦИНА  
 В ТРЕТЬЕМ ТЫСЯЧЕЛЕТИИ 
 

 

Материалы конференции NT + ME`24. – ISBN 978-5-6044060-4-5                                      40  

9.  Zolotarev Yu.A., Kovalev G.I., N.V. Kost, M.E. Voevodina, O.Y. Sokolov, A.K. Dadayan, 
E.A. Kondrakhin, E.V. Vasileva, A.P. Bogachuk, V.N. Azev,V.M. Lipkin and N.F. My-
asoedov Anxiolytic activity of the neuroprotective peptide HLDF-6 and its effects on brain 
neurotransmitter systems in BALB/c and C57BL/6 mice // J. Psychopharmacol. 2016. V. 30 
(9), P. 922–935 DOI: 10.1177/0269881116660705. 

10.  Bogachouk А.P., Storozheva Z.I., Solovjeva O.A., Sherstnev V.V., Zolotarev Yu.A., Azev 
V.N., Rodionov I.L., Surina E.A. and Lipkin V.M. Comparative study of the neuroprotective 
and nootropic activities of the carboxylate and amide forms of the HLDF-6 peptide in animal 
models of Alzheimer’s disease. // J. Psychopharmacol., 2016, V. 30 (1), P. 78–92. doi: 
10.1177/0269881115616393. 

11.  Sokolov OYu, Prokhorova TA, Tereshkina EB, et al. Neurotropic peptide HLDF-6-amide 
reduces age-related decline in sexual activity in old male rats. // Experimental Gerontology. 
2021. V. 149. 111329. http://link.springer.com/article/10.1134/S1068162020060394 

12.  Lucki I., Dalvi A., Mayorga A.J. Sensi-tivity to the effects of pharmacologically selective 
antidepressants in different strains of mice. // Psychopharmacol. (Berl). 2001. Vol. 155. N 3. 
P. 315-322. 

 
 
 

Сведения об авторах Information about author 
Юрий Александрович Золотарев  
доктор хим. наук, профессор. 
 Ведущий научный сотрудник ФГБУ НИЦ 
«Курчатовский институт»  
Москва, Россия 
Эл. почта: zolyural@yandex.ru 

Yuri Alexandrovich Zolotarev 
Doctor of Science (Chem.), Professor, 
Leading Researcher  
NRC «Kurchatov Institute»,  
Moscow, Russian Federation 
E-mail: zolyural@yandex.ru 

Долотов Олег Валентинович 
Кандидат биологических наук.  
Старший научный сотрудник  
ФГБУ НИЦ «Курчатовский институт» 
Москва, Россия 
Эл. почта: olegd-img@rambler.ru 

Dolotov Oleg Valentinovich 
PhD, Cand. of Sci. (Biol.) Senior Researcher  
NRC «Kurchatov Institute»,  
Moscow, Russian Federation 
E-mail: olegd-img@rambler.ru 

Дадаян Александр Карэнович 
Кандидат химических наук.  
Cтарший научный сотрудник. ФГБУ НИЦ 
«Курчатовский институт»  
Москва, Россия 
Эл. почта: dak72@rambler.ru 

Dadayan Alexandr Karenovich 
PhD, Cand. of Sci. (Chem.)  
Senior Researcher 
NRC «Kurchatov Institute»,  
Moscow, Russian Federation 
E-mail: dak72@rambler.ru 

Станислав Иванович Шрам 
Кандидат биологических наук. Cтарший 
научный сотрудник.  
ФГБУ НИЦ «Курчатовский институт» 
Москва, Россия 
Эл. почта:shram.img@yandex.ru 

Stanislav Ivanovich Shram 
PhD, Cand. of Sci. (Biol.) Senior Researcher 
NRC «Kurchatov Institute»,  
Moscow, Russian Federation 
E-mail:shram.img@yandex.ru 

Дмитрий Дмитриевич Марков 
Кандидат биологических наук, младший 
научный сотрудник  
ФГБНУ НИЦ «Курчатовский институт» 
Москва, Россия 
Эл. почта: Molgenebio@gmail.com 

Dmitrii Dmitrievich Markov 
PhD, junior research associate 
NRC «Kurchatov Institute»,  
Moscow, Russian Federation 
E-mail: Molgenebio@gmail.com 
 

Кост Наталия Всеволодовна  
Доктор биологических наук, профессор 
Главный научный сотрудник 
ФГБНУ «Научный центр психического здо-
ровья”,  
Москва, Россия 
Эл. почта: nat-kost@yandex.ru  

Kost Natalia Vsevolodovna  
Doctor of Science (Biol.), Professor  
Chief Researcher 
FSBSI “Mental Health Research Centre”,  
Moscow, Russian Federation  
E-mail: nat-kost@yandex.ru  

http://links.springernature.com/f/a/pEiAxNbqkEGco9v-Krw-Ig%7E%7E/AABE5gA%7E/RgRhzKmrP0QwaHR0cDovL3d3dy5zcHJpbmdlci5jb20vLS8zL0FYYXZ4WlRRNTh5YXNfWm12dktGVwNzcGNCCl_aK3brX1baMwZSEHpvbHlhQGltZy5yYXMucnVYBAAABuc%7E
mailto:zolyural@yandex.ru
mailto:zolyural@yandex.ru
mailto:shram.img@yandex.ru


Секция 1. ЭКСПЕРИМЕНТАЛЬНАЯ БИОЛОГИЯ И КЛИНИЧЕСКАЯ МЕДИЦИНА  
 В ТРЕТЬЕМ ТЫСЯЧЕЛЕТИИ 
 

 

Материалы конференции NT + ME`24. – ISBN 978-5-6044060-4-5                                      41  

Соколов Олег Юрьевич 
Доктор биологических наук.  
Ведущий научный сотрудник ФГБНУ 
«Научный центр психического здоровья», 
Москва, Россия  
Эл. почта: oleg-sokolov@yandex.ru 

Sokolov Oleg Yurievich 
Doctor of Science (Biol.) Leading Researcher  
FSBSI “Mental Health Research Centre”,  
Moscow, Russian Federation 
E-mail: oleg-sokolov@yandex.ru 

Зозуля Светлана Александровна 
Кандидат биологических наук.  
Ведущий научный сотрудник  
ФГБНУ «Научный центр психического здо-
ровья»,  
Москва, Россия.  
Эл. почта: s.ermakova@mail.ru 

Zozulya Svetlana Alexandrovna 
PhD, Cand. of Sci. (Biol.)  
Leading Researcher  
FSBSI “Mental Health Research Centre”,  
Moscow, Russian Federation  
E-mail: s.ermakova@mail.ru 

Баймеева Наталья Викторовна 
Кандидат биологических наук  
Cтарший научный сотрудник.  
ФГБНУ «Научный центр психического здо-
ровья»,  
Москва, Россия  
Эл. почта: baymeeva_n@mail.ru 

Baimeeva Natalya Viktorovna 
PhD, Cand. of Sci. (Biol.) Senior Researcher  
FSBSI “Mental Health Research Centre”,  
Moscow, Russian Federation  
E-mail: baymeeva_n@mail.ru 

Шубина Елена Николаевна 
Генеральный директор ООО «Нейропро-
текция», Москва, Россия. 
Эл. почта: elenanshubina@gmail.com 

Shubina Elena Nikolaevna 
General Director of Neuroprotection LLC,  
Moscow, Russian Federation 
E-mail: elenanshubina@gmail.com 

 
 

 
 
 
 

УДК 57.084.1:612.664.1:612.82 
ГРНТИ 34.39.37 
DOI 10.47501/978-5-6044060-4-5.41-46 
 

А.А. Кибиткина, Е.Р. Василевская, Н.А. Ильин,  
Г.С. Толмачева   

ФГБНУ «ФНЦ пищевых систем им. В.М.Горбатова» РАН 

ИЗМЕНЕНИЯ В МОЛОКЕ МЫШЕЙ TPH2 HET ПРИ ВОЗДЕЙСТВИИ СТРЕССА 
Взаимосвязи нейрорегуляторных факторов головного мозга и состава грудного молока явля-
ются интересной и малоизученной темой. Статья направлена на исследование изменений 
химического состава молока мышей, склонных к развитию аффективных нарушений (гете-
розиготных по ТРН2) под воздействием стресса и без стресса относительно молока обыч-
ных мышей. Для исследования был использован метод рамановской спектроскопии комбина-
ционного рассеивания света (длина волны 785 нм, фокусное расстояние 50x). Молоко мышей 
Het имеет менее богатый белковый и пептидный профиль, однако спектр жирных кислот, 
особенно под воздействием стресса, увеличивается. 
Ключевые слова: триптофан гидроксилаза 2, тревожность, рамановская спектроскопия. 
 

 A.A. Kibitkina, E. R. Vasilevskaya, N.A. Ilin, G.S. Tolmacheva  
V.M. Gorbatov Federal Research Center for Food Systems,  

Russian Academy of Sciences 
 
CHANGES IN MILK OF TPH2 HET MICE UNDER EXPOSURE TO STRESS 
The relationship between neuroregulatory factors of the brain and the composition of breast milk is 
an interesting and little-studied topic. The article is aimed at studying changes in the chemical com-
position of the milk of mice prone to the development of affective disorders (heterozygous for TPH2) 
under the influence of stress and without stress relative to the milk of ordinary mice. Raman spec-
troscopy (wavelength 785 nm, focal length 50x) was used for the study. Het mouse milk has a less 
rich protein and peptide profile, but the range of fatty acids, especially under stress, increases. 
Keywords: tryptophan hydroxylase 2, anxiety, Raman spectroscopy. 
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            Введение.  
Послеродовой период является одним из ключевых этапов материнства, и связан как 

с множественными физиологическими, так и психологическими изменениями, связанными с 
адаптацией к материнству. Психическое благополучие матери в послеродовой период имеет 
огромное значение как для матери, так и для здорового развития новорожденного, при этом 
непосредственно после родов до 20% родивших женщин подвержены развитию послеродо-
вой депрессии [1]. Невылеченная послеродовая депрессия может иметь существенные небла-
гоприятные последствия для благополучия матери и ребенка, отрицательно влияя на когни-
тивное, поведенческое и эмоциональное развитие ребенка с долгосрочными последствиями 
[2]. 

При диагностике подобных аффекторных нарушений при медикаментозном лечении 
происходит замена материнского молока на кормовые смеси, в связи с чем отсутствует пони-
мание влияния нейрорегуляторных факторов на состав грудного молока, и, собственно, по-
тенциальное его влияние на ребенка. Материнство как социально мотивированное поведение 
подразумевает пластичность многих нейромодулирующих систем мозга (серотонин (5-НТ), 
дофамин, гамма-аминомасляная кислота и норадреналин). Синтез 5-HT зависит от фермента 
триптофан гидроксилазы 2 (TPH2), нарушение экспрессии которого приводит к развитию 
тревожно-депрессивных состояний, в связи с чем мыши с нокаутом гена TPH2 являются вы-
сокоточной биомоделью стресс-индуцированной депрессии. При гетерозиготности гена 
TPH2, у мышей наблюдается частичная инактивация TPH2 и снижение регистрируемого 
уровня серотонина в головном мозге на 20-30%, что близко к аффекторным нарушениям у 
человека [3]. Под воздействием стресса фенотипический профиль гетерозиготных особей из-
меняется и характеризуется повышенным агрессивным состоянием и тревожностью. 

На сегодняшний день мало известно о том, как снижение серотонинергической иннер-
вации, опосредованное эндогенными и экзогенными факторами, влияет на компоненты груд-
ного молока. В данной работе изучение химического состава молока будет проводиться с 
применением метода Рамановской спектроскопии комбинационного рассеивания света, ко-
торый благодаря своим узким полосам и высокому разрешению позволяет неразрушающим 
образом извлекать химическую и физическую информацию о образцах. 

Цель работы. 
Данная работа посвящена выявлению изменений в химическом составе молока гете-

розиготных самок мышей TPH2 при воздействии стресса. 
Материалы и методы. 
Эксперимент проводился на базе Экспериментальной клиники-лаборатории биологи-

чески активных веществ животного происхождения ФГБНУ «ФНЦ пищевых систем им. В.М. 
Горбатова» РАН. Исследуемый штамм мышей поддерживается гаремным разведением гете-
розиготных нокаутных особей TPH2 SPF-категории на генетическом фоне C57BL/6J. Живот-
ных размещали со свободным доступом к пище и воде в индивидуально вентилируемых клет-
ках Bio A.S. (Vent II, EHRET, Германия) типа 2L (размер 350 x 200 x 140 мм). Условия содер-
жания животных были стандартизированы: температура – 20 ± 3 °C, влажность - 35 ± 2%, 
входной и выходной поток воздуха - 95 ± 5 м3/ч, а также режим дневного/ночного освещения 
с 6:00 до 18:00 / с 18:00 до 6:00.).  

Процедура отбора грудного молока проводилась на 10 сутки после родов (PND10) у 
самок дикого типа (Wt, n=5), гетерозиготных нокаутных самок без моделирования хрониче-
ского стресса (Het, n=5), и гетерозиготных нокаутных самок с моделированием хронического 
стресса (Het*стресс, n=5). Моделирование хронического стресса осуществляли путем иммо-
билизационной изоляции самки в домашней клетке с PND2 по DND9 ежедневно на 1 час, при 
этом помет также находился в домашней клетке, вне зоны доступа самки. Для предотвраще-
ния переохлаждения помета на клетку направляли лампу инфракрасного света (100 Вт). 

Молоко отбирали на PND10, перед процедурой отбора помет изолировали в домашней 
клетке на 3 часа в сетчатой емкости, для предотвращения прямого физического контакта. По-
сле этапа разделения физический контакт между самками-матерями и пометом 
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восстанавливался путем открытия изолирующей емкости на 3-5 минут [4]. Затем самок вво-
дили в ингаляционную анестезию изофлураном (Laboratorios Karizoo, Испания) с помощью 
установки для анестезии BrandRWD (R540, КНР), вводили внутрибрюшинно окситоцин (0,1 
мл/ голову), капли молока собирали с помощью автоматической пипетки (Thermo Fisher 
Scientific, США) в пробирки типа эппендорф (Sarstedtstr, Германия) не более 15 минут. Самку 
возвращали в домашнюю клетку через 1 час, убедившись, что дыхательная и моторная функ-
ции восстановлены. 

Химический состав молока оценивали с помощью Рамановской спектроскопии ком-
бинационного рассеивания света InVia Raman (Renishaw, UK) при длине волны 785 нм и за-
писью спектров комбинационного рассеяния света с фокусным расстоянием 50x. Молоко в 
общем объеме 25 мкл стабилизировали в фольгированной алюминием лунке. Сканирование 
проводили в различных точках лунки для учета неоднородности образца, со временем экспо-
зиции 10 с и 1 аккумуляцией в общем диапазоне от 890 до 1800 см-1. Для одного образца 
снимали минимум три спектра, все измерения проводили при комнатной температуре. Обра-
ботку полученных спектров проводили в программном обеспечении WiRE 5.5 путем удале-
ния космических лучей; коррекции базовой линии; нормализации и сглаживанием пиков 
сглаживанием с использованием алгоритмов второй производной Савицкого-Голая. Анализ 
и идентификация спектров комбинационного рассеивания проводились по положению пика, 
определяемому его максимумом, соответствующим частоте вибрации химической связи, с 
использованием базы данных Interactive IRUG Spectrum [5]. 

Статистический анализ полученных данных проводили с использованием пакета про-
грамм Statistica 10.0 (Statsoft, США) с применением критерия Манна-Уитни и анализа глав-
ных компонент (PCA), уровень статистической значимости принимали при p<0.05. 

Полученные результаты. 
Для упрощения биологического набора данных полученных методом Рамановской 

спектроскопии, был проведен анализ главных компонентов в спектральном диапазоне 840-
1800 см−1. Первые два компонента PC составляли 98,03% (PC1 91,47%; PC2 6,58%) от общих 
вариаций комбинационного рассеяния вокруг основных положений пиков комбинационного 
рассеяния. Отмечено преобладание колебательных особенностей жирных кислот (ЖК), ли-
пидов, белков. Загрузка PC1 содержала пики комбинационного рассеяния света, характерные 
для жирных кислот (1062, 1083, 1125, 1263, 1300, 2849, 2889 см−1); белков или белковых 
структур со включением аминокислот триптофана и тирозина, α-спиралей или фосфолипидов 
(1348, 1368, ≈1542, ≈2871 см−1 (рис.1, 2)). Нагрузка на PC2 фиксировала пики комбинацион-
ного рассеяния, аналогичные таковым при загрузке PC1, отражая основные компоненты спек-
тров комбинационного рассеяния. 
 
 

Рисунок 1. Рамановские пики образцов молока в диапазоне 900 – 1800 Raman shift см-1  
(Pl – фосфолипиды, PC – фосфатидилхолины, FAS – насыщенные жирные кислоты, lac- лактоза, Trp – триптофан, 

Tyr - тирозин, Trg – триглицериды, Fas un – ненасыщенные жирные кислоты) 
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Рисунок 2. Рамановские пики образцов молока в диапазоне 2800 – 3050 Raman shift см -1 

 
В молоке самок Het, в независимости от наличия стрессового фактора, были увели-

чены интенсивности колебаний в областях 840 cm-1 (комбинация связей –O–C–C–N–) и 971 
см−1 (колебания метильной группы CH2). Спектры в диапазоне 1124-1125 см−1 представ-
ляют собой колебания одинарных углерод-углеродных связей (C–C), характерных для жир-
ных кислот. Аналогичное увеличение интенсивностей зарегистрировано по области 1063 
см−1, характерной для маркеров липидов кристаллического состояния.  

При этом, в молоке мышей Het отсутствовали пики в области 1079 см−1 (анион мета-
фосфита PO2−, характеризующий симметричные растягивающие колебания РНК, ДНК), 
1262 см−1 (амид III, входящий в структуры белков), 1340 см−1 (углерод-водородная связь 
CH, появляющаяся при деформации аденина, фенилаланина), 1368 см−1 (симметричные ко-
лебания карбокси-группы COO– при растяжении и изгибе метила CH3, входящей в структуры 
липидов и белков). Интенсивности пиков в молоке самок Het под воздействием стресса во 
многом были аналогичны WT, однако, стоит отметить отсутствие пиков в областях 922 см−1 
(углерод-углеродный C–C участок кольца пролина/ глюкозы/ коллагена), 1340 см−1 и 1362 
см−1 (симметричное растяжение метильной группы CH2, входящей в структуру аминокис-
лот).  

Колебания в области 1400–1800 см−1, соответствующие колебаниям пептидных свя-
зей О=NH=, формирующих белковую основу, и колебаниям, связанным с боковыми цепоч-
ками аминокислот, равносильно наблюдались в образцах всех групп (рис. 3). 
 

Рисунок 3. Интенсивность Рамановских пиков (Raman shift cm-1) в молоке 
 

Пики комбинационного рассеяния при 2849 см−1 (симметричное растяжение метиль-
ной группы СН2) и 2872 см−1 (симметричное растяжение метила СН3) указывают на наличие 
в молоке холестерина, и более интенсивно отображаются в молоке мышей Wt и Het. Пик в 
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области 2723 см−1 характерен для ассиметричного растяжения v(C–H) вибрации метила CH3 
ацильных цепей, пик 2880 см−1 характерен для растяжения ферми-резонанса метильных 
групп CH2 ацильных цепей в кристаллическом состоянии, а область 2898 см−1 для v(C-H) 
ацильной цепи. Пик 3008 см−1 характерен для валентных симметричных колебаний (C-H) 
ненасыщенных жирных кислот. Полоса, характерная для C-H симметричного растяжения ли-
пидов (метилы СН3 жирных кислот) в области 2930 см−1, в большей интенсивности наблю-
далась в образцах Wt, в молоке самок Het данная область отсутствовала. Стоит отметить пик 
в области 2893 см−1 (протеины), который наблюдался только в молоке мышей Het, подверг-
нутых стрессу (рис.3). 

Пики в областях 971, 1262 и 1655 см-1 отражают степень ненасыщенности, в то время 
как сигналы при 1300, 1440, и 1744 см-1 соответствуют насыщенным связям или сложно-
эфирным группам [6]. Образцы молока от всех генотипов имели интенсивные пики 1300 см-
1 и 1655 см-1. Данный показатель был выше для молока мышей Het, подвергнутых стрессу, 
на 17,3% относительно WT (и на 20,4% относительно Het). Согласно данным из таблицы 1 
видно, что молоко WT Het имело сниженное число геометрического отношения (GeoMean) 
интенсивностей (0,549), что может свидетельствовать о более низкой доле двусвязанных 
жирных кислот и более высокой доле насыщенных жирных кислот (таблица 1). 
 

Таблица 1. Содержание ненасыщенных жирных кислот в образцах молока 
 

I FASun / I FAS WT Het Het*стресс 
I 971 / I 1300 0,143 0,229 0,227 
I 971 / I 1441 0,081 0,136 0,131 
I 971 / I 1744 0,468 0,791 0,766 
I 1266 / I 1300 0,557 0,272 0,580 
I 1266 / I 1440 0,317 0,161 0,336 
I 1266 / I 1744 1,826 0,940 1,960 
I 1655 / I 1300 1,116 1,155 1,139 
I 1655 / I 1440 0,636 0,686 0,659 
I 1655 / I 1744 3,661 3,993 3,846 

GeoMean 0,549 0,528 0,664 
 

Выводы. 
Согласно полученным результатам по анализу химического состава молока мышей без 

воздействия моделирования стресса и при воздействии хронического стресса, а также самок 
дикого типа можно сделать следующий вывод: молоко обычных мышей WT имело стабиль-
ное соотношение жирных кислот, также в молоке мы не наблюдали отсутствия пиков, харак-
терных для химических связей пептидных и липидных соединений. В молоке гетерозиготных 
мышей TPH2 Het, генетически склонных к развитию аффекторных нарушений, зарегистри-
ровано отсутствие пиков, характерных для некоторых белков и жирных кислот, при этом ко-
эффициент соотношения жирных кислот был несколько ниже, чем у WT, что может свиде-
тельствовать о потенциальном нарушении процессов миелинизации нервных волокон и мед-
ленном развитии мозга потомства при употреблении лактата. Воздействие хронического 
стресса на самок TPH2 Het также позволило выявить некоторые изменения в молоке, анало-
гично результатам гетерозиготных мышей без стресса: обнаружено отсутствие пиков, харак-
терных для некоторых белков и жирных кислот, при этом интенсивность присутствующих 
пиков была выше, чем у WT, о чем также свидетельствуют результаты по соотношению жир-
ных кислот в молоке. Полученные результаты могут свидетельствовать о стимулирующей 
роли стресса на компенсаторную выработку жирных кислот в материнском молоке, которые 
необходимы для роста и развития и играют важную роль в развитии центральной нервной 
системы. 
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            Заключение  
Авторы считают, что в данной работе новыми являются следующие положения и ре-

зультаты: в частности, впервые был изучен химический состав молока мышей с помощью 
метода Рамановской спектроскопии комбинационного рассеивания света, в результате были 
получены ценные данные, свидетельствующие о недостаточной питательной ценности мо-
лока самок гетерозиготного генотипа (TPH2 Het), а также о возможном компенсаторном ме-
ханизме питательной ценности молока от стрессированных гетерозиготных самок TPH2. 
 
Работа выполнена за счет гранта Российского научного фонда (проект № 23-76-01045), 
https://rscf.ru/project/23-76-01045 
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ОБРАЩЕНИЕ УСТОЙЧИВОСТИ ОПУХОЛЕВЫХ КЛЕТОК К ЦИСПЛАТИНУ ПРИ  
ДЕЙСТВИИ КУРКУМИНА. 
В статье обсуждается влияние растительного полифенола куркумина на устойчивость кле-
ток аденокарциномы яичников SKOV-3 к противоопухолевому препарату цисплатину. Пред-
ставлены данные, показывающие, что действие куркумина вызывает «обращение» лекар-
ственной устойчивости опухолевых клеток, что связано с подавлением клеточной антиок-
сидантной системы и сигнального пути PI3K/Akt/mTOR 
Ключевые слова: лекарственная резистентность опухолевых клеток, экспрессия генов, сигнальный 
путь PI3K-AkT-mTOR, цисплатин. 
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REVERSAL OF CANCER CELL RESISTANCE TOWARDS CISPLATIN BY CURCU-
MIN. 
The article discusses the effect of the plant polyphenol curcumin on the resistance of SKOV-3 
ovarian adenocarcinoma cells to the antitumor drug cisplatin. Data are presented showing that 
the action of curcumin causes a “reversal” of drug resistance in tumor cells, which is associated 
with suppression of the cellular antioxidant system and the PI3K/Akt/mTOR signaling pathway. 
Key words: drug resistance of tumor cells, gene expression, PI3K-AkT-mTOR signaling pathway, 
cisplatin. 
            Введение.  

Важной проблемой противоопухолевой терапии является развитие лекарственной 
устойчивости опухолевых клеток, что связано с поиском путей её преодоления. Формирова-
ние лекарственной устойчивости имеет многофакторный характер, в число наиболее извест-
ных механизмов её развития в настоящее время включаются редокс-зависимые пути регуля-
ции [1, с.3; 2, с.42742]. Сигнальный путь PI3K/Akt/mTOR, контролирующий пролиферацию, 
выживаемость, метаболизм и ответы на стресс, рассматривается в качестве важной характе-
ристики развития резистентности опухолевых клеток [3, с.7]. Активность PI3K/Akt/mTOR 
важна для регуляции окислительно-восстановительного гомеостаза путем активации как си-
стем генерации активных форм кислорода (АФК), так и процессов антиоксидантной защиты, 
обеспечивая поддержание уровня АФК, которое может оказывать проонкогенное действие 
[4, с.3]. Учитывая важность значения сигнального пути PI3K/Akt/mTOR поиск его ингибито-
ров представляется перспективным направлением в химиотерапии. Среди потенциальных 
противоопухолевых препаратов в настоящее время активно разрабатывается куркумин – рас-
тительный полифенол, обладающий антиоксидантным, антипролиферативным, противоспа-
лительным действием [5, с.1]. Химиотерапевтический потенциал куркумина установлен для 
различных типов злокачественных новообразований [5, с.2]. 

Цель работы заключалась в исследовании влияния куркумина на устойчивость клеток 
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аденокарциномы яичников SKOV-3 и изогенной сублинии SKOV-3/CDDP к противоопухо-
левому препарату цисплатину, клеточный редокс-статус и сигнальный путь PI3K/Akt/mTOR. 
            Материалы и методы.  

В работе использована клеточная линия аденокарциномы яичника SKOV-3 и её суб-
линия SKOV-3/CDDP, устойчивая к цисплатину. Проведена оценка экспрессии генов мето-
дом ПЦР в реальном времени (RT-qPCR), оценка статуса клеточного цикла с использованием 
проточной цитометрии и определение цитотоксичности с помощью МТТ-теста.                  
             Полученные результаты.  

Действие куркумина вызывает зависимое от концентрации и времени инкубации сни-
жение жизнеспособности как родительских, так и устойчивых к CDDP клеток аденокарци-
номы яичника (рис. 1).  

  

 
Рис. 1. Влияние куркумина (а) на пролиферацию чувствительных (б) и резистентных 

(в) к цисплатину клеток SKOV-3 в зависимости от концентрации и времени инкубации. 
 

При концентрации 17 мкМ (значение IC50 для клеток SKOV-3) в течение 24 ч курку-
мин нарушает распределение фаз цикла: увеличивается доля клеток в G2/M, достоверно для 
клеток SKOV-3 (рис. 2).  

Рис. 2. Распределение фаз цикла клеток SKOV-3 и SKOV-3/CDDP при действии 
куркумина (17 мкМ, 24 ч). Гистограммы интенсивности флюоресценции йодида пропидия (PI). 

 
Однако этот эффект по-разному реализуется: для SKOV-3 доля гибнущих клеток 

(subG1) нарастает, тогда как у SKOV-3/CDDP вызванная куркумином задержка в G2/M не 
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сопровождается повышением доли клеток в subG1. Инкубация клеток SKOV-3/CDDP с кур-
кумином при нетоксичной концентрации 17 мкМ (24 час) приводила к повышению их чув-
ствительности («обращению» резистентности) к CDDP, снижая IC50 (таблица). 
 
Таблица. Оценка цитотоксичности (IC50) действия куркумина, цисплатина и их комбинации на чувствительные и 

резистентные клетки SKOV3. 
 

Условия инкубации SKOV-3 SKOV-3/CDDP 

CDDP, 72 ч  10µМ ± 0.8  34µМ ± 0.6 
Куркумин, 3 ч >50µМ  >50µМ  
Куркумин, 6 ч >50µМ  >50µМ  
17µM куркумин, 3 ч + CDDP, 72 ч 4.9µМ ± 0.6 16.5µМ ± 0.4 

 
Оценка экспрессии генов протеинкиназ PI3K/Akt/mTOR в клетках SKOV3 и SKOV-

3/CDDP позволила установить, что формирование устойчивости сопровождается значитель-
ным повышением мРНК PI3K, Akt и mTOR. Напротив, действие куркумина (17 мкМ, 24 ч) 
приводит к резкому снижению экспрессии генов PI3K, AKT, MTOR в сублинии 
SKOV3/CDDP по сравнению с клетками SKOV3; у последних не обнаружено достоверного 
изменения экспрессии этих генов. 

Подавление экспрессии генов сигнального пути PI3K/Akt/mTOR наблюдалось наряду 
с резким снижением экспрессии генов ключевых антиоксидантных ферментов – Cu,Zn- и Mn-
супероксидлисмутазы, глутатионпероксидазы 1, гемоксигеназы 1, каталазы (SOD1, SOD2, 
CPX1, HO1, CAT) в сублинии SKOV-3/CDDP  по сравнению с SKOV-3, у которых не обна-
ружено достоверного изменения экспрессии этих генов, за исключением небольшого сниже-
ния экспрессии гена SOD2. В отличие от родительских клеток у резистентной сублинии кур-
кумин снижал мРНК транскрипционного фактора Nrf2 (NFE2L2), контролирующего экспрес-
сию указанных антиоксидантных ферментов.  
          
Выводы.  

Авторы считают, что в данной работе новыми являются следующие положения и ре-
зультаты: на клетки SKOV-3 и SKOV-3/CDDP куркумин действует как цитостатик в первом 
случае и как ингибитор антиоксидантной защиты во втором;  куркумин-зависимое подавле-
ние антиоксидантной защиты клеток SKOV3/CDDP происходит за счет значительного сни-
жения экспрессии генов ключевых антиоксидантных ферментов и транскрипционного фак-
тора Nrf2;  вызываемое куркумином «обращение» устойчивости клеток аденокарциномы яич-
ника к цисплатину связано с подавлением клеточной антиоксидантной системы и сигналь-
ного пути PI3K/Akt/mTOR. 
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ИСПОЛЬЗОВАНИЕ КОМПЛЕКСНОГО ИНТЕНСИВНОГО ЭЛЕКТРОМАГНИТ-
НОГО ПОЛЯ ДЛЯ ПРЕДПОСЕВНОЙ ОБРАБОТКИ СЕМЯН  
В работе приведены данные исследования действия экзогенной обработки комплексным ин-
тенсивным электромагнитным полем (КЭМП) на прорастание семян редьки масличной 
(Raphanus sativus L. var. oleifera Metzg). Описана экспериментальная методики обработки и 
результаты экспериментов по обработке семян редьки масличной.  
Ключевые слова: ЭМП излучение, плазменный генератор, семена растений, цирканнуальные 
ритмы. 
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USAGE OF COMPLEX INTENSE ELECTROMAGNETIC FIELD FOR PRE-SOWING 
SEEDS TREATMENT  
The paper presents data from a study of the effect of exogenous treatment with an complex intense 
electromagnetic field (CEMF) on the germination of seeds of oil radish (Raphanus sativus L. var. 
oleifera Metzg). The description of the experimental stand for the studied EMF seed treatment, the 
methodology and results of experiments on the treatment of seeds of oil radish.  
Key words: microwave radiation of low intensity, microwave generator seeds, barley, peas, circan-
nual rhythms.  

Введение.  
Влияние неионизирующих электромагнитных излучений на биологические объекты 

изучается достаточно давно, однако широкого практического применения в сельском хозяй-
стве и растениеводстве, так и не получила. Положительное влияние малых доз излучения на 
всхожесть, прорастание и урожайность семян растений сельскохозяйственных культур из-
вестна [1, с.8, 2, с.34, 3, с. 235].  

Первоначально обработка холодной плазмой [4] в основном служила для стерилиза-
ции чувствительных к температуре материалов [5, с. 47, 6, с. 20], чуть позже был отмечен 
положительный эффект инактивации патогенных микроорганизмов в пищевой промышлен-
ности, биомедицине [7, 8, с. 6, 9 с. 77], и в последнее десятилетие плазменная нетермическая 
обработка стала активно применяться в сельском хозяйстве.  

Целью данной работы было исследование действия экзогенной обработки семян ком-
плексным интенсивным электромагнитным излучением на всхожесть и первичные ростовые 
параметры редьки масличной (Raphanus sativus L. var. oleifera Metzg). 

Материалы и методы. В данном исследовании, для получения электромагнитного 
излучения использовалась технология электротермического псевдоожиженного (кипящего) 
[10] слоя, поддерживаемого электрическим разрядом. Это позволило подвергать исследуе-
мые образцы тройному (комплексному) воздействию экстремальных факторов: абразивное 
воздействие на образцы (семена) кипящего слоя, кратковременное воздействие повышенной 
температуры (в верхней части рабочей камеры до 300 0С) и воздействие электромагнитных 
полей, генерируемых в кипящем слое при наличии высоковольтного поля, под воздействием 
микроразрядов и стримеров. Для проведения экспериментальных исследований материалов, 
на базе Физико-технической лаборатории, НИИ ЯП БГУ, был разработан и изготовлен 
экспериментальный стенд [11, 12]. 

Проведенные предварительные исследования [13, с. 20] показали наличие широкого 
спектра (ЭМП) в интервале частот от 0,3 до 40 ГГц. Предлагаемый способ [13, с. 20] подра-
зумевает более широкий спектр физических явлений в комплексном воздействии на биоло-
гические объекты (семена сельскохозяйственных культур), а именно: ультрафиолетовое 
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излучение, СВЧ, террагерцовое излучение, повышенная температура, наличие озона, гради-
ент высоковольтного потенциала, абразивное воздействие в интенсивном потоке газообраз-
ного носителя (воздуха) и др. Возможно, значительный вклад в интенсификацию прораста-
ния семян вносит СВЧ излучение, но не исключено определяющее воздействие излучения 
крайне высокочастотного (КВЧ) диапазона, наличие которого установлено эксперимен-
тально [13, с. 20]. 

В качестве объекта исследования использовались семена редьки масличной (Raphanus 
sativus L. var. oleifera Metzg), которые подвергались обработке плазмой с использованием экс-
периментального стенда в течение 2 и 4 секунд. Необработанные семена служили контролем.  

Эксперименты были заложены в лабораторных условиях с трехкратной повторяемо-
стью для каждого варианта. Семена редьки масличной проращивали в чашках Петри на 
увлажненной фильтровальной бумаге. Их выдерживали первые три дня прорастания при по-
ниженной температуре (5 0С), далее до 14-го дня роста при температуре 20-21 0С, и ежедневно 
производили замеры. Каждая партия контрольных и обрабатываемых образцов содержала по 
100 семян. Согласно ISTA (International seed testing association) энергию прорастания семян 
редьки масличной определяли на 7-ий день роста, а всхожесть на 14-ой день. Проросшими 
считали проклюнувшиеся семена с зародышевым корешком около 2 мм. Морфометрические 
параметры (длину и массу корней и побегов) исследуемой культуры определяли на 14-ый 
день роста [14, с. 21].  

Полученные результаты. 
В результате проведенных исследований установлено, что предпосевная обработка се-

мян интенсивным электромагнитным полем 4 секунды максимально повышала всхожесть 
редьки масличной на 8% в условиях лабораторных опытов (рисунок 1). При этом исследуемая 
обработка не оказывала выраженного действия на энергию прорастания.  

 

 
Рисунок  – 1. Влияние обработки семян интенсивным электромагнитным полем на энергию прорастания и 

всхожесть редьки масличной  
(Raphanus sativus L. var. oleifera Metzg.) 

 
Морфометрические параметры такие, как длина корней и проростков изменялись сле-

дующим образом. Предпосевное воздействие интенсивным электромагнитным полем с экс-
позицией 2 секунды повышало длину корня на 285%, а воздействие с экспозицией 4 секунды 
– на 134% (рисунок 2). 
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Рисунок  − 2. Влияние обработки семян интенсивным электромагнитным полем на длину корней редьки 

масличной (Raphanus sativus L. var. oleifera Metzg.) в 
лабораторных опытах 

 
Длина побегов изменялась аналогично длине корней. Обработка семян интенсивным 

электромагнитным полем повышала данный параметр на 400% после воздействия 2 секунды, 
и на 212,5% после облучения с экспозицией 4 секунды (рисунок 5). В результате проведенных 
исследований видно, что обработка семян редьки масличной интенсивным электромагнит-
ным полем с экспозицией 2 секунды существенно стимулирует рост корней и проростков, 
при этом выраженного действия на всхожесть не оказывала. Возможно, имел место эффект 
компенсации за счет того, что всхожесть не повышалась, а существенно возрастали морфо-
метрические параметры. А обработка семян интенсивным электромагнитным полем с экспо-
зицией 4 секунды повышает лабораторную всхожесть исследуемой культуры на 8% и стиму-
лирует ростовые параметры (рисунок 4). 

 

 
Рисунок  − 3. Влияние обработки семян интенсивным электромагнитным полем на длину побегов редьки 

масличной (Raphanus sativus L. var. oleifera Metzg.) в 
лабораторных опытах  

 
Таким образом, различные экспозиции исследуемого воздействия могут быть исполь-

зованы для разных целей: обработка 2 секунды – для стимуляции ростовых параметров, 4 
секунды – для стимуляции всхожести. 

 

       
Рисунок  − 4. Фотографии контрольного (I) и обработанного (II) образцов 

 на 7-ой день роста (а) и на 14-й день роста (б) 
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Выводы.  
Из данного исследования следует, что обработка семян комплексным интенсивным 

электромагнитным полем может ускорять прорастание семян и увеличивать длину пророст-
ков редьки масличной (Raphanus sativus L. var. oleifera Metzg.). Использование описанного 
способа позволило увеличить всхожесть семян и скорость их роста, при этом достаточное 
время обработки семян составило 2 секунды, в то время как использование традиционных 
способов обработки семян предусматривает время от 5 до 30 секунд. Это значительно сни-
жает энергозатраты процесса обработки семян интенсивным электромагнитным полем в 
сравнении с прототипами. 

Как видно из приведённого выше исследования, использование предлагаемой техно-
логии позволяет повысить качество ЭМП обработки семян редьки масличной, повысить про-
изводительность (за счет снижения времени обработки), снизить удельные энергозатраты (за 
счет более высокого КПД технологии по сравнению с технологиями, реализующими иной 
способ генерирования ЭМП).  

Заключение.  
Автор считает, что в данной работе новыми являются следующие положения и резуль-

таты: особенность предлагаемого способа обработки семян заключается в том, что семена не 
присутствуют в плазме высоковольтного электрического разряда, а находятся на его перифе-
рии, в потоке воздуха под верхней сеткой, служащей препятствием их уносу за пределы ра-
бочей зоны. Семена не попадают в зону плазменного разряда, но в полной мере получают 
сопровождающие плазменный разряд физические действия, а именно: 1) повышенная темпе-
ратура восходящего потока газа; 2) облучение ультрафиолетом от низкотемпературной 
плазмы; 3) воздействие озоном; 4) интенсивное микроволновое излучение, возникающее в 
псевдоожиженном слое (микроразряды между частицами порошка, краевые явления на 
остриях, локальные явления ускорения и торможения ионов и электронов в поле высокого 
градиента напряжения). Совокупность этих факторов и создаёт требуемый эффект – стиму-
лирование всхожести семян и первичных ростовых параметров. 
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ПОКАЗАТЕЛИ ОКСИДАТИВНОГО СТРЕССА КАК БИОМАРКЕРЫ РАЗВИТИЯ И 
КОРРЕКЦИИ ПАТОЛОГИЧЕСКОГО СОСТОЯНИЯ 
В статье рассматриваются возможности применения показателей оксидативного стресса 
в качестве биомаркеров возникновения, развития и коррекции патологических процессов, в 
том числе и ранней диагностики, на модели лабораторных приматов. 
Ключевые слова: оксидативный стресс, биомаркеры, продукты окисления, антиоксидант-
ная защита, приматы  
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OXIDATIVE STRESS INDICATORS AS BIOMARKERS OF DEVELOPMENT AND 
CORRECTION OF PATHOLOGIC STATE 
In the article the possibilities of application of oxidative stress indicators as biomarkers of occur-
rence, development and correction of pathological processes, including early diagnosis, on the 
model of laboratory primates are considered. 
Keywords: oxidative stress, biomarkers, oxidation products, antioxidant defense, primates  
 
            Введение.  

Оксидативный стресс занимает одну из ключевых ролей во многих патофизиологиче-
ских процессах. Внутри клетки окислительный гомеостаз регулируется, в том числе, 
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производством активированных кислородных метаболитов, а также посредством внутрикле-
точных защитных механизмов. Окислительный стресс провоцирует воспаление, которое, в 
свою очередь, приводит к увеличению активных форм кислорода. Чрезмерное производство 
активных форм кислорода вызывает окисление макромолекул, индуцирующих апоптоз кле-
ток. Оксидативный стресс повышает проницаемость сосудов, способствует адгезии лейкоци-
тов, вызывает изменения в эндотелиальной трансдукции сигнала и в процессах, регулируе-
мых редокс-чувствительными факторами транскрипции. 

Оксидативный стресс считается важным фактором риска развития и прогрессии ряда 
сердечно-сосудистых заболеваний (сердечная недостаточность, аритмия, атеросклероз, ише-
мическая болезнь сердца), он влияет на начало заболевания, его прогноз, качество жизни и 
выживаемость пациентов. Окислительный стресс также играет важную роль в развитии он-
кологических процессов, диабета, артрита, нейродегенеративных расстройств, заболеваний 
легких, почек и печени. Число этих патологий увеличивается с возрастом, поэтому окисли-
тельный стресс считается одним из основных факторов старения и связанных со старением 
заболеваний [1, 2]. 

Оксидативный стресс определяется как изменение баланса между выработкой актив-
ных форм кислорода (свободных радикалов) и системой антиоксидантной защиты, направ-
ленной на противодействие им. Оценка состояния антиоксидантной системы включает в себя 
определение активности основных антиоксидантных ферментов (активности супероксиддис-
мутазы, каталазы и глутатионпероксидазы эритроцитов). В дополнение к эндогенной фер-
ментативной антиоксидантной системе ключевую роль играют неферментативные антиокси-
данты. Эти антиоксиданты подразделяются на две группы: гидрофобные (витамины А и Е) 
защищают мембраны от воздействия свободных радикалов, а гидрофильные (витамин С) вза-
имодействуют со свободными радикалами в крови для нейтрализации образующихся свобод-
ных радикалов. 

Оценка выраженности свободнорадикальных реакций предусматривает определение 
в пробах крови или тканей продуктов окисления, к которым относят продукты окисления 
липидов (малоновый диальдегид, флуоресцирующие продукты - комплексы липопротеидов, 
входящие в состав внутриклеточного образования – липофусцина ("пигмента старения")), 
белков (уровень карбонильных групп – «белковых карбонилов»), ДНК (8-OHdG). Совокуп-
ность этих показателей позволяет оценить как состояние основных звеньев антиокислитель-
ной системы организма, т.е. ее способность предотвращать избыточный ход реакций свобод-
норадикальной природы, так и фактическую интенсивность реакций радикального окисления 
и синтеза активных форм кислорода. Данные тесты могут рассматриваться в качестве крите-
риев диагностики окислительного стресса.  

Клиническая значимость биомаркеров окислительного стресса у людей должна быть 
доказана многочисленными исследованиями и стандартизирована для каждого конкретного 
заболевания, они должны отражать состояние редокс-баланса в организме 

Для достоверной и адекватной клинической интерпретации полученных результатов 
принципиальное значение имеет не только абсолютная величина показателей, но и их дина-
мика на фоне проведения лечебных мероприятий. Каждый из показателей имеет свои досто-
инства и недостатки, поэтому в данном случае важен комплексный подход. Основными тре-
бованиями, предъявляемыми к лабораторным методам, являются точность, простота выпол-
нения и хорошая воспроизводимость. 

Прогресс в разработке методов обнаружения и количественной оценки этих биомар-
керов может облегчить требуемые ресурсы и время анализа, а также способствовать приме-
нению их в клинической практике. 

Маркеры окислительного стресса являются важными инструментами для оценки био-
логического статуса редокс-потенциала, течения заболевания и его прогрессии [1,2]. 
            Цель работы. 

Оценить возможности использования показателей диагностики оксидативного стресса 
в качестве биомаркеров возникновения, развития и коррекции патологических состояний на 
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модели лабораторных приматов. 
            Материалы и методы. 

В данной работе рассматривали динамику изменения показателей оксидативного 
стресса в группе возрастных приматов на фоне введения препарата с антиоксидантными 
свойствами, а также у приматов с нарушениями ферментативной активности печени. 

В качестве показателей оксидативного стресса были выбраны продукт конечного 
окисления липидов малоновый диальдегид (МДА), ферментативный  компонент антиокси-
дантной системы организма супероксиддисмутаза  (СОД) и низкомолекулярный жирораство-
римые антиоксиданты (витамины А, Е).  

Измерение малонового диальдегида (МДА) и жирорастворимых витаминов А и Е в 
сыворотке крови проводили методом высокоэффективной жидкостной хроматографии с ис-
пользованием хроматографа типа «1100 Series» фирмы Agilent c диодно-матричным детекто-
ром. Для обнаружения МДА проводили дериватизацию с использованием тиобарбитуровой 
кислоты. Продуктом реакции является триметиновый комплекс, имеющий характерную ро-
зовую окраску с ℷ max = 532 нм. Идентификацию жирорастворимых витаминов А и Е осу-
ществляли по времени удержания и спектру, регистрируемому с помощью c диодно-матрич-
ного детектора в диапазоне длин волн 200-400 нм [3]. 

Определение активности СОД проводили в эритроцитарном гемолизате по методике 
ингибирования реакции аутоокисления адреналина в щелочной среде в присутствии СОД, 
вследствие дисмутации супероксидных анион-радикалов, которые являются продуктом од-
ного из этапов окисления и одновременным участником его последующих стадий [4]. Об ин-
тенсивности аутоокисления адреналина судят по динамическому нарастанию поглощения 
при длине волны 347 нм, обусловленному накоплением продукта окисления, и опережающим 
по времени образование адренохрома (с максимумом поглощения при 480 нм). 
            Полученные результаты. 

В группе возрастных приматов независимо от способа введения препарата наблюда-
лось выраженное снижение концентрации МДА в плазме крови. До введения препарата  сред-
нее значение МДА по группам составило: экспериментальная – (0,61±0,10) мкмоль/л, кон-
трольная – (0,53±0,15) мкмоль/л. После прекращения введения препарата на 40 день экспе-
римента среднее значение концентрации МДА в экспериментальной группе составило 
(0,25±0,10)  мкмоль/л, в контрольной – (0,55±0,10) мкмоль/л. 

Это позволяет предположить снижение активности процессов перекисного окисления 
и активизацию антиоксидантной защиты организма, что особенно важно у возрастных осо-
бей.  

Наблюдение за группой проводилось в течение года, при этом стоит отметить  сохра-
нение низких показателей индикатора оксидативного стресса.  

При внутривенном введении препарата в течение первых дней наблюдалось увеличе-
ние концентрации  МДА, что может быть связано либо со способом введения, либо эффектом 
активации рецепторов, ответственных за механизмы взаимодействия с препаратом.  

Особенностью механизма действия препарата можно считать выравнивание показа-
теля оксидативного стресса по всей группе до статистически близких значений через месяц 
после прекращения введения субстанции независимо от состояния исходного окислительно-
восстановительного фона особей, индивидуальных особенностей, различии в возрасте. 

До введения препарата среднее значение концентрации витамина Е составляло в экс-
периментальной группе (2,19±0,49) мкг/мл, в контрольной группе – (2,34±0,34) мкг/мл. После 
прекращения введения препарата на 40 день эксперимента среднее значение концентрации 
витамина  Е  в экспериментальной группе составило (3,30±0,30) мкг/мл, в контрольной – 
(2,11±0,42) мкг/мл. Введение препарата сопровождалось увеличением  концентрации вита-
мина Е  в плазме крови экспериментальных животных, что возможно связано с снижением 
активности процессов перекисного окисления под действием исследуемого препарата, за счет 
чего происходит увеличение уровня витамина Е, как одного из основных компонентов анти-
оксидантной защиты организма. 
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Метод ВЭЖХ позволил достаточно точно и с хорошей воспроизводимостью опреде-
лить концентрации МДА и жирорастворимых витаминов в крови приматов, что невозможно 
было сделать методами иммуноферментного  анализа. 

В группе приматов в возрасте от 20 до 45 лет, инфицированных гепатитом, наблюда-
ется корреляция между ростом МДА в сыворотке крови, биохимическим показателями и по-
явлением антител.  Следует отметить, что рост МДА происходит на неделю раньше, чем из-
менение классических биохимических маркеров, сопровождающих инфицирование. Концен-
трация МДА меняется с 0,17 мкмоль/л на первой неделе эксперимента до 0,42 мкмоль/л на 
третьей неделе, достигая максимума на в 0,70 мкмоль/л на четвертой неделе с последующим 
снижением до исходных значением. Появление первых антител зафиксировано только на чет-
вертой неделе эксперимента. 

При введение препарата с антиоксидантным действием в группе приматов с наруше-
ниями ферментативной активности печени активность СОД в эритроцитах статистически 
значимо увеличивается от (2498,42±450,12) усл.ед./мин/г до (6123,56±830,00) усл.ед./мин/г и 
сохраняется в  течение  двух недель после отмены препарата,  снижаясь затем до исходного 
значения.   

 
           Выводы. 

Результаты проведенных исследований позволяют предположить, что рассмотренные 
в работе  показатели оксидативного стресса могут быть биомаркерами развития и коррекции 
патологических процессов, в том числе  возрастных и дегенеративных, а также могут быть 
использованы в качестве маркеров ранней диагностики  возникновения  патологии. 

 
           Заключение  

Авторы считают, что в данной работе новыми являются следующие положения и ре-
зультаты: 

1. отработаны  методы определения ряда биомаркеров окислительного 
стресса на приматах, т.к. несмотря на то, что приматы являются луч-
шими моделями человеческого организма, ряд физиологических про-
цессов у них протекает с индивидуальными особенностями. Поэтому ре-
ференсные значения, в том числе и окислительно-восстановительных 
реакций, отличаются от человека  и не определяются классическими ме-
тодами; 

2. показана взаимосвязь между рассмотренными в работе показателями ок-
сидативного стресса и возможность их применения в качестве биомар-
керов ранней диагностики, в частности, по концентрации малонового 
диальдегида. 
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РЕАЛЬНЫЕ ПУТИ УВЕЛИЧЕНИЯ ПРОДОЛЖИТЕЛЬНОСТИ ЖИЗНИ ЧЕЛОВЕКА 
В статье анализируются концепции преждевременного старения, разработанные извест-
ными учеными С.П. Боткиным и И.И. Мечниковым. Авторами предложены две новые кон-
цепции, позволяющие избегать преждевременного старения и увеличивать продолжитель-
ность жизни человека.  
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REAL WAYS TO INCREASE HUMAN LIFE EXPECTANCY 
The article analyzes the concepts of premature aging developed by famous scientists S.P. Botkin and 
I.I. Mechnikov. The authors proposed two new concepts to avoid premature aging and increase 
human life expectancy. 
Keywords: aging, spinal osteochondrosis, microbiota, nervous trophism. 

 
Введение 
Существует более 200 теорий старения. Старение является общебиологическим явле-

нием. На тему старения написаны сотни статей и книг, без особых перспектив радикального 
увеличения продолжительности жизни. Данную статью следует рассматривать как аннота-
цию книг, написанных автором за последние 5 лет. Эти книги посвящены возможности уве-
личения продолжительности жизни человека более чем на 20 лет. Книги приведены в списке 
литературы и опубликованы на сайте автора www.healthsys.ru. Наша концепция 
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подтверждается тем, что наши пациенты избавлялись от так называемых возрастных заболе-
ваний и доживали до 92-летнего возраста, оставаясь практически здоровыми. Нами было по-
казано, правда на одном-единственном пациенте, имевшем онкологический диагноз, что че-
ловек может быть избавлен без помощи медицины от имеющихся у него заболеваний и до-
живать до 90 лет, оставаясь здоровым. С этим пациентом мы работали 17 лет.  

В настоящее время мы работаем в течение 35, 13, 15 и 5 лет с несколькими другими 
пациентами по предупреждению возрастных заболеваний. В течение указанного срока эти 
пациенты избавились от имевшихся у них заболеваний и в течение указанного срока более 
ими не страдали. 

Статья посвящена развитию концепций преждевременного старения. Эти концепции 
мы дополнили двумя своими концепциями, задачей которых является увеличение продолжи-
тельности жизни человека, это концепция обратимых физиологических нарушений и концеп-
ция патологических цепей развития хронических заболеваний. Концепции основаны на том 
принципе, что так называемые возрастные заболевания возникают задолго до начала старе-
ния и являются результатом накопления дисфункций в физиологических системах организма 
человека. 

Цель работы. Разработка стратегии увеличения продолжительности жизни человека 
Материалы и методы.  
В течение 25 лет мы использовали методы оздоровления и продления жизни в рамках 

Школ здоровья. Через Школы здоровья прошли более 300 человек. Клинические данные по-
лучены в диагностических центрах Москвы. 

Результаты. 
Концепция преждевременного старения по И.И. Мечникову 
Подавляющее большинство людей умирает от болезней, считая, что умирают от воз-

растных заболеваний, вызванных их старением. Но вспомним изречение Гиппократа, этого 
величайшего врача всех времен и народов: «Болезнь не сваливается человеку на голову, как 
гром среди ясного неба. Она является результатом постоянных нарушений законов природы. 
Постепенно расширяясь и накапливаясь, эти нарушения внезапно прорываются в виде бо-
лезни, но сия внезапность только кажущаяся». Это было верным 2000 лет назад, и это право-
мерно и сейчас.  

С открытием микроорганизмов причинами многих  болезней стали считать микробов. 
В организме здорового человека обнаруживают до 400 видов микроорганизмов, среди кото-
рых имеются возбудители смертельных заболеваний человека. Когда Кох опубликовал дан-
ные о своих открытиях об обнаружении возбудителей холеры, один из выдающихся немец-
ких врачей того времени, профессор Петтенкофер, хотел показать, что Кох ошибся. Вместе 
со своими ассистентами он выпил стакан жидкости, кишевшей  микробами холеры, и никто 
из них не заболел. Впоследствии Петтенкофер организовал первый в мире Институт Гигиены. 
На самом деле, Кох не ошибался. Заболевание холеры действительно возникает при попада-
нии возбудителей холеры в организм человека, но в организм ослабленного человека. Сего-
дня нам известно, что вибрионы холеры выживают в организме человека, если у него пони-
женная секреция соляной кислоты в желудке. 

Но какие факторы в таком случае приводят к смертельным болезням? 
Знаменитый на весь мир Илья Ильич Мечников доказывал, что человек страдает и 

преждевременно умирает от аутоинтоксикации. Патогенные микроорганизмы, живущие в ки-
шечнике, продуцируют токсичные вещества, которые проникают через стенки толстого ки-
шечника и попадают в кровеносную систему, вызывая хроническую интоксикацию. Именно 
интоксикация, по мнению Мечникова, приводит к развитию ряда хронических заболеваний 
и к преждевременному старению человека. Мечников доказывал, что больные с болезнями 
сердца, печени или почек очень чувствительны к задержке пищевых остатков в кишечнике. 
Приведем несколько высказываний Мечникова по этому поводу. 

«Часто одно отклонение  от правильной диеты или простой запор вызывают у них се-
рьезные заболевания. Среди чрезвычайно вредных микробных ядов нужно считать масляную 
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кислоту и продукты гниения белковых веществ, которые образуются главным образом в тол-
стом кишечнике. Общеизвестно, что расстройства часто сопровождаются отделением гни-
лостных газов (сероводород, болотный газ) и зловонными испражнениями. Роль микробов 
гниения в этих случаях не вызывает сомнения. С нашей точки зрения, особенно интересны 
яды бактерий постоянной кишечной флоры, способные вызывать медленное отравление и 
перерождение органов, соответствующее старости, т.е. склероз артерий мозга, почек, печени 
и пр.». «Давно уже убедились в том, что запор благоприятствует разложению пищевых остат-
ков в кишках, вследствие этого он и вызывает так часто заболевания.» «Очень вероятно, что, 
рядом с самоотравлением микробными ядами, во время запоров кишечные микробы непо-
средственно проникают в кровообращение». 

«Итак, несомненно, что кишечные микробы и их яды могут распространяться в орга-
низме и вызывать в нем более или менее серьезные повреждения. Отсюда естественный вы-
вод, что чем больше изобилует кишечник микробами, тем более становится он источником 
зла, сокращающим существование. Из всех частей кишечника толстые кишки всего богаче 
микробами и развиты всего более у млекопитающих. Поэтому мы вправе предположить, что 
продолжительность жизни последних значительно сократилась именно вследствие хрониче-
ского отравления их обильной кишечной флорой». 

Концепция преждевременного старения по Мечникову сводится, с одной стороны, к 
отравлению токсинами кишечной микрофлоры, а, с другой стороны, к проникновению пато-
генных микроорганизмов из кишечника в ткани внутренних органов. Развитие кишечной 
микрофлоры на накопленных в тканях метаболитах кишечного происхождения вызывает вос-
палительные процессы в этих органах. Это могут быть нефрит, воспалительные процессы в 
печени и воспаление легких. 

Концепция преждевременного старения С.П. Боткина  
Другим человеком, который придерживался концепции преждевременного старения, 

был знаменитый врач Сергей Петрович Боткин. В своих воззрениях С.П. Боткин исходил из 
понимания организма как целого, находящегося в неразрывном единстве и связи с окружаю-
щей его средой. Эта связь, прежде всего, выражается в форме обмена веществ между орга-
низмом и средой, в форме приспособления организма к среде. Центральным ядром клиниче-
ской концепции Боткина является учение о внутренних механизмах развертывания патоло-
гического процесса в организме (учение о патогенезе).  

Боткин считал, что первичным звеном развития патологической цепи так называемых 
возрастных заболеваний является нейротрофический компонент. Наша вегетативная нервная 
система управляет моторикой, секрецией и обновлением тканей внутренних органов. Послед-
няя сфера деятельности вегетативной нервной системы, а именно, обновление клеточного со-
става и обеспечение регенеративных процессов называется нервной трофикой или трофиче-
ской функцией нервной системы.  

Первоначально неврогенную теорию патогенеза предложил Федор Иванович Инозем-
цев (1802—1869), профессор кафедры хирургии Московского университета (1846—1859 гг.). 
Он говорил, что обмен веществ в клетках и тканях не может совершаться без участия нервной 
системы: «Кровь без деятельности узловых нервов есть только живой материал в нашем теле, 
неспособный сам собою совершать физиологические операции в сфере питания». 

С.П. Боткин продолжил развитие учения о нервной трофике. Развивая все эти идеи, он 
создал новое направление в медицине, получившее название "теория нервизма". Главный 
принцип теории нервизма, развитой Боткиным, состоит в том, что в каждом неинфекционном 
заболевании имеется нервный компонент, без устранения которого заболевание не может 
быть полностью излечено.  

Сергей Петрович исходил из учения И.М. Сеченова о том, что анатомо-физиологиче-
ским субстратом всех актов человеческой деятельности является механизм рефлекса. Разви-
вая эту теорию, он выдвинул положение, что и патологические процессы внутри организма 
развиваются по рефлекторным нервным путям. Так как в рефлекторном акте главным членом 
является тот или иной узел ЦНС, то Боткин большое внимание уделял исследованию 
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различных центров головного мозга. Неврогенная теория патогенеза (процесса развития па-
тологических процессов в организме человека) С.П. Боткина ставит в поле зрения врача не 
только одни анатомические, но главным образом физиологические или функциональные (че-
рез нервную систему) связи организма и, следовательно, обязывает врача рассматривать ор-
ганизм в целом, диагностируя не только болезни, но и проводя «диагностику больного», то 
есть лечить следует не только болезни, но и больного в целом. В этом коренное отличие кли-
ники Боткина от клиник гуморальной и целлюлярной школы. Развивая все эти идеи, он создал 
новое направление в медицине, охарактеризованное И.П. Павловым как направление 
нервизма. 

Современное отношение к концепциям преждевременного старения 
Концепции преждевременного старения, обоснованные Мечниковым и Боткиным, 

были разработаны 150 лет назад, когда физиология человека делала свои первые шаги. Рас-
пространенные случаи долгожительства среди некоторых народов Кавказа, в частности, 
среди абхазов, уже давно привлекали внимание ученых различных специальностей. Нельзя 
не вспомнить в этой связи абхазского педагога и ученого-краеведа С.П. Басария, который во 
время трех экспедиций в 1928 —1930-х годах собрал материалы для описания жизни 18 вы-
дающихся случаев долголетия в Абхазии (от 95 до 150). Мечников в своих трудах рассмат-
ривал два варианта старения: естественное и преждевременное и болезненное. Естественное 
старение изучал советский геронтолог Г.Н. Сичинава. Он в течение многих лет наблюдал за 
127 жителями Абхазии в возрасте свыше 100 лет и был свидетелем последних дней их жизни. 
Некоторые долгожители в возрасте 100 - 115 лет умирают спокойно, предчувствуют прибли-
жение смерти, собирают семью, отдают все необходимые распоряжения, укладываются в 
определённой позе и умирают. Нельзя сказать, что они были здоровы, но их болезни не были 
причиной смерти.  

Каково же состояние проблемы увеличения продолжительности жизни в настоящее 
время? Исследования научных центров направлены на достижение старения без болезней.  

Сегодня уровень физиологии неизмеримо вырос благодаря современным методам ис-
следования. В последнее время снова стал актуален состав микрофлоры кишечника и воз-
можность ее обновления с помощью пробиотиков. У большинства людей присутствие дру-
жественной микрофлоры, а именно: молочнокислых бактерий и бифидобактерий составляет 
менее 20%, в то время как у долгожителей Абхазии, которым было 90 лет и более, эти бакте-
рии составляли до 90%, а остальные 10% занимали дрожжи. Кокки в кишечнике долгожите-
лей менее многочисленны и принадлежат к Str. Durans, Str. faecium,  Str. Faecalis; число их не 
превышает сотен тысяч клеток в 1 г исследуемого материала, в то время как число лактобак-
терий составляет десятки миллионов. Влияние токсинов микрофлоры кишечника на развитие 
патологического старения доказывают эксперименты на лабораторных животных. Примене-
ние сорбентов увеличивает среднюю продолжительность жизни на 43%, а максимальную 
продолжительность на 34%. Применение сорбентов у человека могло бы вызвать увеличение 
продолжительности его здоровой жизни на 30 лет. Однако радикальное изменение микро-
флоры кишечника является серьезной проблемой. Парадоксальным является факт неэффек-
тивности изменения состава микрофлоры с помощью пробиотиков (более 50 научных работ, 
с 2010 г. по настоящее время). 

К описанным выше факторам, вызывающим преждевременное старение, добавились 
еще несколько. Это в первую очередь неврозы и стрессы, недостаток витаминов, незамени-
мых аминокислот и микроэлементов. Другим фактором старения и проявления преждевре-
менного старения является остеохондроз позвоночника. Фактором преждевременного старе-
ния являются также проблемы с суставами. Но самым серьезным фактором остается наруше-
ние нервной трофики. Наконец, имеются часы судного дня или финального этапа жизни. Это 
нарушение щелочного показателя крови – алкалоз. С возрастом кислотность крови и ткане-
вых жидкостей смещается из щелочного состояния к нейтральному, а затем при переходе в 
кислотную область жизнь человека прекращается. 

Следующим этапом в развитии концепции Боткина стала доктрина академика 
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Сперанского о нейродистрофических процессах во внутренних органах. В многочисленных 
экспериментах было доказано, что компрессия симпатических нервов вызывает дистрофиче-
ские процессы в тканях внутренних органов, а раздражение симпатических нервов провоци-
рует язвообразование на слизистых оболочках ЖКТ, кровоизлияния и некрозы. Доктрина до-
казывает, что нарушения состояния симпатической иннервации вызывают все те патологии, 
которые развиваются при возрастных заболеваниях. После разгрома физиологии висцераль-
ных систем в 1950 г. научные материалы по нервной трофике под названием «Трофическая 
функция нервной системы» были изъяты из медицинских курсов. Для современных врачей 
это тайна за семью печатями. 

Проблема преждевременного старения не исчезла. Люди по-прежнему не доживают 
до естественного старения и продолжают умирать от болезней. Нашей задачей является по-
иск причин сохранения столь значительного разрыва между средней продолжительностью 
жизни человека в нашей стране, составляющей 73,5 года, и  потенциалом продолжительности 
жизни, составляющим 120 – 140 лет. Таким образом, оба ведущих фактора преждевременного 
старения сохраняются. 

Ключевым вопросом долголетия является связь старения и возрастных заболеваний. 
Медики однозначно считают, что так называемые возрастные заболевания вызваны старе-
нием. Это подтверждает медицинская статистика. Однако ведущие геронтологи считают, что 
старение и возрастные заболевания - это два независимых процесса. И, наконец, имеется тре-
тье мнение. Оно принадлежит И.И. Мечникову. Возрастные хронические заболевания приво-
дят к преждевременному старению человека. Перед нами стоит задача увеличения продол-
жительности жизни людей на 20 лет, что считается вполне реальным, исходя из воззрений 
геронтологов, и возможность этого нами уже показана. 

Концепция обратимых физиологических нарушений 
Концепция обратимых физиологических нарушений позволяет предотвращать преж-

девременное старение. 
Стрессы. Рядом исследователей убедительно доказано, что эмоциональные стрессы 

являются одной из ведущих причин артериальной гипертензии, сердечно-сосудистых забо-
леваний, язвенной болезни желудка и двенадцатиперстной кишки. 

Микробиота. По данным Всемирной организации здравоохранения, до 95% жителей 
земного шара страдают дисбактериозом кишечника. В кишечнике человека в среднем 80% 
микрофлоры относятся к патогенным и условно патогенным организмам. Они вызывают 
аутоинтоксикацию, выполняя протеолиз (расщепление белков) и вырабатывая токсины. По-
лезными микроорганизмами считаются только молочнокислые бактерии и бифидобактерии. 
Нами было показано, что радикальная смена микрофлоры кишечника устраняет аутоинток-
сикацию и спастические состояния мышц, а также посттравматические болевые синдромы. 

Аутоинтоксикация приводит к нарушению деятельности нервной системы, сниже-
нию интенсивности клеточного обновления и регенеративных процессов.  Из кишечника по 
портальной вене в сутки в кровеносную систему поступают более 10 л жидкости, 7 л из ко-
торых выводятся из нее в виде соков ЖКТ, 2 л выводятся через почки и до 1 л через легкие и 
кожу. Кишечный приток жидкости несет в себе токсины, вырабатываемые кишечной микро-
флорой. Перегрузка токсинами печени сверх ее способности очищения приводит к ее воспа-
лению и транспорту токсинов в обход печени через анастомозы. Это основной фактор ауто-
интоксикации по Мечникову. 

Дефицит незаменимых биокомпонентов: незаменимых аминокислот, витаминов и 
микроэлементов приводит к нарушению метаболизма тканей внутренних органов, клеточ-
ного обновления.  

Нарушение иннервации внутренних органов вызывает нейродистрофические про-
цессы во внутренних органах: снижение общего объема клеток, сокращение числа секретор-
ных клеток, отвечающих за синтез ферментов, гормонов, биологически активных веществ, а 
также происходит нарушение деятельности иммунной системы.  

Спастические состояния межпозвонковых мышц приводят не только к появлению 
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болевых синдромов в спине, шее и пояснице, но и остеохондрозу позвоночника – дистрофи-
ческим процессам в тканях костной, хрящевой, мышечной, кровеносной и симпатической 
нервной системы. Остеохондроз позвоночника - это наиболее наглядное проявление прежде-
временного старения, не требующее доказательств. Компрессия нервов симпатической нерв-
ной системы, иннервирующих внутренние органы, вызывает нарушение метаболизма в тка-
нях внутренних органов и подавление их функций. Если раньше радикулит и остеохондроз 
позвоночника называли «бичом XX века», то теперь эти состояния следует именовать «Да-
мокловым мечом XXI века» - огромным мечом, подвешенным за один конский волос над 
головой желающих сидеть на троне и пользоваться всеми мыслимыми благами. «Дамоклов 
меч» является символом неотвратимой опасности, угрожающей каждому человеку, не забо-
тящемуся о своем здоровье и долголетии. Спастические состояния межпозвонковых мышц 
обязательно приводят к хроническим заболеваниям и преждевременному старению орга-
низма. Остеохондроз позвоночника делает процесс преждевременного старения необрати-
мым. 

Наше изучение состояния мышц позвоночника по данным 600 МРТ-исследований по-
казало, что межпозвонковые мышцы могу переходить в спастические состояния и в состоя-
ние фиброзного перерождения. Это вызывает, с одной стороны, болевые синдромы в позво-
ночнике и остеохондроз позвоночника, а с другой стороны, нарушения симпатической ин-
нервации внутренних органов и, как следствие, хронические заболевания. Нами было 
найдено недостающее звено в теории нервизма. Это компрессия  и раздражение симпатиче-
ских нервов на выходе из позвоночника. Симпатические нервы выходят из позвоночника в 
составе спинномозговых нервов. Они проходят между мышцами, находящимися в спастиче-
ском состоянии. И, так как симпатические нервы лишены прочной миелиновой оболочки, они 
легко подвергаются компрессии или раздражению продуктами, возникающими при воспали-
тельных процессах в межпозвонковых мышцах. 

Наши исследования состояния межпозвонковых мышц, проведенные на группе 
спортсменов юниоров в возрасте от 12 до 17 лет включительно, показали, что спастические 
состояния мышц позвоночника возникают уже в подростковом возрасте. Воздействуя на кро-
веносные сосуды, питающие позвонки, спастические состояния мышц позвоночника вызы-
вают развитие остеохондроза позвоночника уже в подростковом возрасте. Воздействуя на 
нервы симпатической нервной системы, спастические состояния мышц позвоночника вызы-
вают развитие хронических заболеваний, неустранимых с помощью лекарственных препара-
тов. Это запускает цепь патологических процессов, приводящих к началу преждевременного 
старения уже в подростковом возрасте. 

Наши многолетние наблюдения показывают, что спастические состояния мышц по-
звоночника вызваны избыточным потреблением продуктов, содержащих крахмал и сахар при 
недостатке витамина B1 – тиамина, отвечающего за усвоение углеводов. Это вариант болезни 
«бери-бери» - полиневрита. Эпидемия болезни «бери-бери» разразилась в юго-восточной 
Азии в конце XIXвека и уносила ежегодно сотни тысяч жизней. Эпидемия была вызвана упо-
треблением в пищу очищенного от оболочки риса, содержащего 95% крахмала. Главный врач 
голландских тюремных больниц на острове Ява Кристиан Эйкман обнаружил, что употреб-
ление коричневого риса с оболочкой и шелухой приводит к выздоровлению от заболевания. 
Эйкман задался вопросом: может ли очищенный и неочищенный рис играть роль в возник-
новении болезни «бери-бери» у людей? Выяснилось, что у заключенных, получавших белый 
очищенный рис, заболеваемость была в 300 раз выше, чем у тех, кто использовал для приго-
товления пищи нешлифованный рис. 

Вернувшись в Голландию в 1896 году, Эйкман написал отчет о своем опыте. В 1911 
году работа Эйкмана случайно попала в руки молодого польского исследователя Казимира 
Функа. Функ выделил из рисовой шелухи вещество, препятствующее развитию этого заболе-
вания. Это вещество, называемое сейчас тиамином или витамином B1, не содержится в очи-
щенном рисе. Функ ввел для этих веществ термин «витамины» — от латинских слов «вита» 
(жизнь) и «амин» (азот). Однако первым человеком, кто сказал, что есть продукты, без 
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которых невозможна жизнь, был Фредерик Хопкинс. В 1929 году Эйкман и Фредерик Хоп-
кинс получили Нобелевскую премию за вклад в открытие витаминов. 

После возвращения к питанию неочищенным рисом, в оболочке которого содержался 
витамин  B1, эпидемия прекратилась. В Европе, в отличие от юго-восточной Азии, имеются 
продукты, содержащие витамин  B1, а рис не является основным продуктом питания. Тем не 
менее, болезнь «бери-бери» встречается и у нас в виде болей в суставах и позвоночнике. 

Спастические состояния межпозвонковых мышц возникают также по причине нейро-
токсинов, вырабатываемых микрофлорой нашего кишечника. На основе наших двадцатилет-
них наблюдений возникло предположение, что нейротоксины, вызывающие спастические со-
стояния не только в мышцах позвоночника, но и в мышцах суставов конечностей, вырабаты-
ваются какими-то видами грибков, возможно, дрожжей, обитающих в кишечнике человека. 
Радикальная смена резидентной микрофлоры кишечника на молочнокислые бактерии и би-
фидобактерии устраняет спастические состояния во всей скелетной мускулатуре и предот-
вращает образование новых спастических состояний мышц [8]. Медики рассматривают боли 
в суставах как артрит или артроз и предлагают лекарственную терапию. Но стоит радикально 
изменить состав микрофлоры кишечника, как суставные боли исчезают. Однако для предот-
вращения проблем с позвоночником необходима также гимнастика для позвоночника, устра-
няющая уже имеющиеся спастические состояния мышц и предотвращающая возникновение 
новых спастических состояний, вызванных физическими перегрузками [1-7]. Ещё одним ме-
тодом восстановления состояния мышц позвоночника является массаж глубоких мышц по-
звоночника [9]. Проблемы с позвоночником являются главнейшим фактором преждевремен-
ного старения человека. 

Концепция обратимых физиологических нарушений открывает путь к предотвраще-
нию преждевременного старения. И чем в более раннем возрасте начнется работа над преду-
преждением старении, тем продолжительнее станет жизнь человека. 

Концепция патологических цепей развития хронических заболеваний 
Большинство неинфекционных хронических заболеваний проходит стадию обрати-

мых физиологических нарушений, которые человек может сам отслеживать и устранять, пока 
эти нарушения не перешли в стадию необратимых нарушений. Эти нарушения выстраива-
ются в патологическую цепь развития заболевания. Патологическая цепь - это последователь-
ность причинно-следственных связей и патологических процессов, связывающих различные 
патологические состояния физиологических систем организма человека. Разработанные 
нами методы позволяют предотвращать хронические заболевания. Прежде всего, это кон-
троль за состоянием межпозвонковых мышц, контроль за кислотностью крови и контроль 
состояния микрофлоры кишечника. Для действий человека в этом направлении необходимо 
дополнительное образование в области физиологии. Для этого нами были написаны 2 курса 
лекций: «Физиология здоровья и долголетия» и «Нейротрофические факторы развития хро-
нических заболеваний. Курс лекций по современным разделам патофизиологии». 
 Патологическая цепь гастрита. Физические и психические перенапряжения – спа-
стические состояния межпозвонковых мышц в области 6 – 8 грудных позвонков – компрессия 
симпатических нервов, иннервирующих желудок, – остеохондроз позвоночника – нарушение 
процессов восстановления слизистой оболочки желудка – болевой синдром в желудке – дис-
трофия слизистой оболочки желудка – уменьшение числа секреторных клеток – атрофиче-
ский гастрит – снижение секреции соляной кислоты и фермента пепсина – нарушение пище-
варения – аутоинтоксикация – повышение кислотности крови и тканевых жидкостей – гипо-
алкалоз – онкологические заболевания – ацидоз – летальный исход. 
 Патологическая цепь язвенной болезни желудка. Физические и психические пере-
напряжения – спастические состояния межпозвонковых мышц в области 6 – 8 грудных по-
звонков – остеохондроз позвоночника – миозит межпозвонковых мышц – раздражение сим-
патических нервов, иннервирующих желудок, – язвообразование на слизистой желудка – 
прободение стенки желудка. 
 Патологическая цепь заболеваний сердца. Физические и психические 
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перенапряжения – спастические состояния межпозвонковых мышц в области 2 – 5 грудных 
позвонков – компрессия симпатических нервов, иннервирующих сердце, – нарушения ра-
боты синусного узла – брадикардия – нарушение работы атриовентрикулярного узла – сер-
дечная недостаточность и тахикардия. 
 Патологическая цепь инфаркта миокарда. Физические и психические перенапря-
жения – спастические состояния межпозвонковых мышц в области 2 – 5 грудных позвонков 
- остеохондроз позвоночника – миозит межпозвонковых мышц –  раздражение симпатиче-
ских нервов, иннервирующих коронарные артерии, – спазм коронарных артерий – при нали-
чии значительного гипоалкалоза возникает тромбоз коронарных артерий - инфаркт. 
 Патологическая цепь артериальной гипертензии. Физические и психические пере-
напряжения – спастические состояния межпозвонковых мышц в области 9 –  11 грудных по-
звонков – остеохондроз позвоночника – компрессия симпатических нервов, иннервирующих 
почки, – снижение экскреции воды из кровеносной системы – увеличение объема лимфы в 
кровеносной системе – повышение артериального давления. Следует помнить, что кровенос-
ная система – это не герметичная система, в которой тонус кровеносных сосудов однозначно 
определяет артериальное давление. Из кишечника по портальной вене в сутки в кровеносную 
систему поступают более 10 л жидкости, 7 л из которых выводятся из нее в виде соков ЖКТ, 
2 л выводятся через почки и до 1 л через легкие и кожу.  
 Патологическая цепь атеросклероза. Физические и психические перенапряжения – 
спастические состояния межпозвонковых мышц в области  11 - 12 грудных позвонков остео-
хондроз позвоночника – компрессия симпатических нервов, иннервирующих тонкий кишеч-
ник, – энтероколит – нарушение синтеза хиломикрон в стенке тонкого кишечника - первич-
ных липопротеидов – образование слипшихся хиломикрон большего размера – закупорка 
ваза вазорум в стенках артерий – инфаркт стенки артерии – некроз среднего слоя артерии, 
меди, – атака на область некроза тучных клеток - иммунных клеток крови, содержащих гра-
нулы холестерина, – образование атеросклеротической бляшки. 

Концепция патологических цепей дает нам возможность понять патогенез хрониче-
ских заболеваний и обратить патологические процессы вспять. 

Стратегия увеличения продолжительности жизни человека 
В настоящее время геронтология ставит перед собой две задачи по увеличению про-

должительности жизни человека.  
Первая задача это устранение факторов, сокращающих продолжительность жизни че-

ловека. Только очень небольшая часть населения доживает до настоящей старости, под кото-
рой мы будем понимать необратимые дистрофические изменения в организме и нарушение 
функций основных физиологических систем, которые в совокупности приводят к окончанию 
жизни.  

Вторая задача геронтологии это поиск методов замедления старения. Некоторые ге-
ронтологи считали, что заниматься замедлением процессов старения не имеет смысла, пока 
не решена задача по предотвращению заболеваний, сокращающих продолжительность жизни 
человека. Биологический потенциал продолжительности жизни человека, по мнению веду-
щих геронтологов, составляет 120 – 140 лет. Стратегия увеличения продолжительности 
жизни человека сводится к устранению описанных выше факторов преждевременного старе-
ния.  

Заключение. Авторы считают, что в данной работе новыми являются следующие по-
ложения и результаты. 

1. Длительно существующие физиологические нарушения в организме человека при-
водят к хроническим заболеваниям (концепция патологических цепей). 2. Хронические забо-
левания, в свою очередь, приводят к преждевременному старению. 3. На ранних стадиях раз-
вития патологической цепочки физиологические нарушения обратимы (концепция обрати-
мых физиологических нарушений). Приведены методы, позволяющие устранить нарушения 
и предотвратить их появление в дальнейшем и, таким образом, увеличить продолжитель-
ность жизни человека. 
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ИЗМЕНЕНИЯ ФУНКЦИОНАЛЬНОЙ АКТИВНОСТИ ЩИТОВИДНОЙ ЖЕЛЕЗЫ 
ПРИ ПОСТЕПЕННОМ УВЕЛИЧЕНИИ СОДЕРЖАНИЯ ДЕЙТЕРИЯ В ОРГАНИЗМЕ  
Изучено влияние постепенного увеличения содержания дейтерия в организме на изменения 
функциональной активности щитовидной железы. Установлено, что происходит увеличе-
ние синтеза гормонов щитовидной железы с последующим развитием временной гипофизар-
ной дисфункции и нормализации продукции гормонов на фоне постепенного увеличения про-
дукции Na+/I-симпортера. 
Ключевые слова: дейтерий, эндокринная система, щитовидная железа, гормоны 
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CHANGES IN FUNCTIONAL ACTIVITY OF THE THYROID GLAND ASSOCIATED 
WITH GRADUAL INCREASE IN DEUTERIUM BODY CONTENT 
 
Changes of functional activity of the thyroid gland associated with a gradual increase in deuterium 
content was studied. An increase in the synthesis of thyroid hormones with further pineal disfunction 
and later normalizing of thyroid hormone production was found. A gradual increase in the produc-
tion of Na+/I-symporter followed all the changes in thyroid profile. 
Key words: deuterium, endocrine system, thyroid gland, hormones 
 

Введение 
Роль стабильных изотопов основных биогенных элементов, до сих пор мало изучена 

и является перспективным направлением биофизических, биохимических, молекулярных, ге-
нетических и других исследований. Водород имеет два стабильных изотопа: дейтерий и про-
тий. Наличие большого количества дейтерия в живых организмах хорошо известно [1,2]. Од-
нако роль дейтерия в метаболизме до конца не изучена и требует обширных исследований. 
Сдвиги в содержании дейтерия в организме влияют на метаболические процессы и изменяют 
физиологию органов, а развитие этих изменений зависит от времени и амплитуды дисбаланса 
дейтерия/протия [3, 4]. Следовательно, сдвиг изотопного баланса может приводить к измене-
ниям физиологии эндокринных желез.  

Наименее изученной областью исследований щитовидной железы является влияние 
стабильных изотопов биогенных атомов на секрецию и функцию гормонов щитовидной же-
лезы и её ион-транспортирующих каналов. Известно, что функция щитовидной железы зави-
сит в первую очередь от поступления йода [5]. Поглощение йода опосредовано Na+/I-сим-
портером (НЙС), белком, расположенным в базолатеральных мембранах фолликулярных 
клеток щитовидной железы. Таким образом, выяснение роли содержания дейтерия в функци-
онировании гипоталамо-гипофизарно-тиреоидной оси могло бы также раскрыть некоторые 
механизмы предотвращения или коррекции дисфункции щитовидной железы. Цель настоя-
щего исследования — оценить динамику секреции тиреоидных гормонов и гипофизарного 
тиреотропного гормона при постепенном увеличении содержания дейтерия в организме, а 
также оценить возможную роль Na+/I-симпортера (НЙС), в изменении функции щитовидной 
железы. 
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Материалы и методы 
Эксперимент выполнен на самцах крыс линии Вистар 350-360 кг (n=20) (НЦ биоме-

дицинских технологий ФМБА России, г. Пущино). Крысы были рандомизированы на две 
группы. Контрольная группа (n=10) потребляла водопроводную воду с нормальным содер-
жанием дейтерия (146 ppm), экспериментальная группа (n=10) - обогащенную дейтерием 
воду с [D]=500000 ppm в течение на 21-го дня. Забор венозной крови и взвешивание прово-
дили под золетиловым наркозом в 10-11 часов утра накануне эксперимента, а также на 1-е, 3-
е, 7-е, 14-е и 21-е сутки. После инкубации при комнатной температуре  кровь центрифугиро-
вали и собирали сыворотку. Общее изменение массы тела рассчитывали на 21-е сутки. Объем 
потребляемой воды измеряли ежедневно в 1-й и 3-й сроки, затем каждые 3 дня в 7-й, 14-й и 
21-й сроки. Рассчитывали количество потребляемой воды на 1 кг массы тела. 

В сыворотке крови с помощью наборов ИФА определяли концентрацию общего (Т4) 
и свободного тироксина (сT4), общего (T3) и свободного трийодтиронина (сT3) (Cusabio, 
Ухань, Китай), тиреотропного гормона (BioVendor, Брно, Чехия) и НЙС (Fine тест, Ухань, 
Китай). Статистический анализ проводился с использованием программного пакета 
«Statistica 7.0» (StatSoft, Талса, Оклахома, США). Нормальность распределения была под-
тверждена критерием Шапиро-Уилка. Центральная тенденция и дисперсия количественных 
признаков с примерно нормальным распределением были представлены как среднее значе-
ние и стандартное отклонение (M±м).  Различия считали статистически значимыми при p < 
0,05. 

Полученные результаты 
Поскольку в исследование были включены молодые крысы постпубертатного воз-

раста, в конце эксперимента наблюдался физиологический прирост массы тела. У крыс кон-
трольной группы к 21-му дню наблюдалось увеличение массы тела на 38%. У крыс, потреб-
лявших обогащенную дейтерием воду, наблюдался незначительный прирост массы тела – 
9,7%, а их масса на 21-й день эксперимента была значительно меньше, чем в контрольной 
группе.  

Через 1 сутки у крыс опытной группы уровень Т4 был повышен, тогда как концентра-
ция сT4 находилась в диапазоне контрольных значений. Изменения концентрации Т3 были 
аналогичными, а снижение его свободной фракции было более выраженным. ТТГ также был 
снижен по сравнению с контролем. 

На 3-и сутки эксперимента отмечалось увеличение продукции Т4 и Т3, а также их сво-
бодных фракций. Концентрации этих гормонов значительно превышали значения контроль-
ной группы. Уровень ТТГ также был выше, чем в предыдущем сроке исследования, но был 
ниже, чем в контрольной группе и группе. 

Через 7 суток у крыс, потреблявших обогащенную дейтерием воду, концентрация Т4 
и сТ4 не отличалась от контрольных значений. При этом уровень сТ3 не изменился по срав-
нению с 3-м днем и не уже отличался от контрольных значений. Уровень ТТГ также был 
ниже контрольных значений 

На 14-е сутки исследования концентрация Т4 соответствовала контрольным значе-
ниям, а уровень Т3 был незначительно ниже. Концентрация сT4 была значительно ниже, чем 
в контроле, а сT3 превышали контрольные значения. Уровень ТТГ также был значительно 
снижен. 

Оценка уровней НЙС в сыворотке крови выявила значительное повышение уровня 
уже с первого дня у крыс, которые потребляли воду, обогащенную дейтерием. В дальнейшем 
продолжало постепенное увеличение НЙС.  Общее увеличение концентрации НЙС с 0 по 21 
день составило 60%. 

Исследование физиологических показателей не выявило существенных различий в су-
точном потреблении воды с модифицированным содержанием дейтерия. Оценка прироста 
массы тела и потребления воды показала, что у крыс, потреблявших обогащенную дейтерием 
воду, увеличение массы тела по сравнению с контролем было незначительным. Эти факты 
согласуются с имеющимися данными о негативном влиянии высоких концентраций D2O на 
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клеточный метаболизм и пролиферацию [6,7]. Таким образом, у крыс, потреблявших воду, 
обогащенную дейтерием, возник фактор, который мог повлиять на нормальную физиологию 
эндокринной системы или быть вызван эндокринной, в том числе щитовидной, дисфункцией.  

Изменения в профилях гормонов щитовидной железы, обнаруженные после 1-го дня 
эксперимента, свидетельствуют о чувствительности щитовидной железы к изменениям со-
держания дейтерия.  Важно отметить, что для дейтерирования биополимеров требуется опре-
делённое время [8], а это означает, что интенсивность секреции гормонов щитовидной же-
лезы связана с изменением градиента дейтерия в крови/тканях. Ранние изменения уровней 
гормонов щитовидной железы соответствовали ранее опубликованным данным об активации 
выработки гормонов щитовидной железы после 24 часов потребления обогащенной дейте-
рием воды [9]. Возвращение к нормальному уровню продукции тиреоидных гормонов было 
опосредовано адекватной реакцией гипофиза на избыток тиреоидных гормонов. Это указы-
вает на то, что изменения в поставках дейтерия не влияют на отрицательную обратную связь 
между синтезом ТТГ и гормонов щитовидной железы. На 7-й день эксперимента мы обнару-
жили начальные признаки гипофизарной дисфункции. Было выявлено неадекватное сниже-
ние продукции ТТГ после дейтерирования. Это предполагает поражение клеток гипотала-
муса или гипофиза. На 14-е сутки мы наблюдали типичные для вторичного гипотиреоза про-
фили щитовидной железы. Изменения в гипоталамо-гипофизарном комплексе было транзи-
торным, и уже через 21 сутки в экспериментальной группе наблюдались изменения, свиде-
тельствующие о восстановлении активности гипофиза и отрицательной обратной связи на 
тиреоидные гормоны. Низкая скорость восстановления функции щитовидной железы, веро-
ятно, могла быть следствием возрастающей токсичности 50% D2O. Это означает, что ось ги-
поталамо-гипофиз-щитовидная железа чувствительна к сдвигам баланса дейтерия и протия. 

50% раствор D2O является мощным источником дейтерия, а его употребление в тече-
ние 3 недель обеспечивает значительное дейтерирование организма. Однако снижения кон-
центрации йодированных тиронинов в сыворотке крови к 21-му дню нами не выявлено, не-
смотря на то, что негативное последствие дейтерирования - замедление прироста массы тела 
- проявляется ярко. Полученные данные свидетельствуют о том, что сдвиги в содержании 
дейтериевой воды создают градиент изотопов водорода между клетками и внутренней сре-
дой, а затем между цитозолем и органеллами, что влияет на секреторный процесс в клетках 
щитовидной железы.  

Хорошо известно, что функция щитовидной железы зависит от поступления йода. 
Транспорт йодида от которого зависит функция щитовидной железы опосредуется НЙС — 
белком, расположенным на базолатеральных мембранах клеток щитовидной железы, а также 
клетках слюнных желез, слизистой оболочки желудка и клетках почек [11]. Снижение уровня 
НЙС в крови обычно связано со снижением выработки гормонов щитовидной железы, а вос-
становление экспрессии НЙС положительно влияет на активность щитовидной железы [12].  
Однако, мы не обнаружили никакой связи с изменениями концентрации гормонов щитовид-
ной железы. Более того, НЙС не коррелировал с ТТГ, основным положительным регулятором 
экспрессии НЙС [13]. Мы наблюдали четкие различия в уровнях НЙС между эксперимен-
тальными группами. Длительное употребление воды, обогащенной дейтерием, вызывало по-
степенное повышение уровня НЙС в сыворотке крови. Возможно, это связано с изменением 
транспортной активности йодидных каналов. Известно, что дейтерирование клеток замед-
ляет скорость переносчиков ионов, ингибирует активность АТФ-синтазы и снижает продук-
цию АТФ [14]. Уменьшение содержания дейтерия не влияет на параметры продукции НЙС 
[15]. Таким образом, повышение уровня НЙС у крыс, потребляющих воду, обогащенную дей-
терием, можно рассматривать как компенсаторный процесс и отражать изменения, вызван-
ные градиентом крови/тканей и энергетически-связанным снижением эффективности НЙС.  

Выводы 
Увеличение содержания дейтерия стимулировало секрецию гормонов щитовидной 

железой. В дальнейшем происходила нормализация продукции гормонов, но более длитель-
ное потребление воды с повышенным содержанием дейтерия приводило к гипофункции 
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гипофиза. Эти изменения носили временный характер.     
Дейтерирование приводило к длительному увеличению продукции Na+/I-симпортера, 

что с учетом разносторонних изменений продукции тиреоидных гормонов не позволяет его 
считать единственным механизмом изменения активности щитовидной железы. 

Заключение 
Авторы считают, что в данной работе новыми являются следующие положения и ре-

зультаты: результаты исследования демонстрируют взаимозависимость продукции гормонов 
щитовидной железы и содержания дейтерия и открывают новое направление в изучении вли-
яния стабильных изотопов на физиологию эндокринных желез. 

 
Работа выполнена по государственному заданию рег. номер № FGFZ-2022-0035.  
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ФЕРМЕНТАТИВНЫЕ СИСТЕМЫ ВОССТАНОВЛЕНИЯ ГЕМОГЛОБИНОВ   
Рассмотрены ферментативные системы, поддерживающие гемоглобины в активном вос-
становленном состоянии. Наличие таких систем является обязательным для функциониро-
вания всех гемоглобинов. Это могут быть специальные метгемоглобинредуктазы; редук-
тазные домены, связанные с молекулой глобина, а также неспециализированные редуктазы, 
для которых восстановление гемоглобина является одной из возможных функций.  
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ENZYMATIC SYSTEMS FOR REDUCTION OF HEMOGLOBINS  
The view on the reductase systems supporting hemoglobin in physiologically active reduced state is 
providing. The existence of such reductase systems is essential for functioning of all hemoglobins. 
They can be special reductases, reductase domains, connected with globin molecule, and reductases 
of wide spectrum of activitie for which reduction of hemoglobin is one of possible functions. 
Keywords: hemoglobin, leghemoglobin, methemoglobin reductase, metleghemoglobin reductase, 
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Введение  

Гемоглобины (Hb) могут выполнять свои функции связывания и переноса кислорода, 
как и других гемовых лигандов, только в физиологически активном восстановленном состо-
янии, когда железо в геме двухвалентно. А поскольку в живых системах действуют разнооб-
разные окислители, необходимы системы, восстанавливающие такие белки, в первую оче-
редь ферментативные. Большой интерес представляет сравнение свойств ферментов, восста-
навливающих различные кислородпереносящие гемопротеиды. В 1989 году [1] мы предло-
жили таблицу сравнения свойств таких ферментов, однако за это время появились новые дан-
ные как по гемоглобинам, так и по восстанавливающим их ферментам - метгемоглобинре-
дуктазам (мет-НЬ-pедуктазам).  
Цель работы 

Провести обзор известных к настоящему времени ферментативных систем, восстанав-
ливающих гемоглобины различной природы и функционирующие в различных организмах.  
Материалы и методы 

На основании имеющихся данных по ферментам, восстанавливающим различные кис-
лородпереносящие гемопротеиды, было проведено сравнение их свойств и распространения 
в различных царствах живой природы. 
Полученные результаты 

Исследование процесса ферментативного восстановления Hb началось с изучения 
метгемоглобинемии, заболевания, при котором значительная часть Hb находится в окислен-
ном состоянии и не способна переносить кислород. Метгемоглобинемия может быть наслед-
ственной, или вызванной действием некоторых химических соединений. При наследствен-
ной метгемоглобинемии организм не синтезирует или синтезирует недостаточно фермента − 
редуктазы, восстанавливающей Hb.  
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В то время, как для гемоглобина крови такая редуктаза известна давно [2], ферменты, 
восстанавливающие миоглобин (Mb) [3] и легоглобин (леггемоглобин, Lb) – симбиотический 
кислородсвязывающий гемопротеид клубеньков бобовых [4], были описаны намного позже. 
Важнейшую роль в восстановлении Hb играет NADH-зависимая метгемоглобинредуктаза 
(мет-Hb-редуктазы) [6]. Показано, что эта метгемоглобинредуктаза и цитохром b5-редуктаза 
представляют собой один и тот же фермент − NADH: феррицитохром b5-оксидоредуктазу 
(КФ 1.6.2.2) [5], при этом в эритроцитах цитохром b5 является переносчиком электронов на 
Hb [6]. Показано, что метмиоглобинредуктаза также является цитохром b5-редуктазой [7]. 

Первая обзорная статья, описывающая наши работы по ферментативному восстанов-
лению Lb люпина, была опубликована в 1982 году [8]. В дальнейшем аналогичные исследо-
вания были выполнены и для Lb других бобовых растений, показано наличие двух типов мет-
Lb-редуктаз, ферменты обоих типов были клонированы [9, 10]. Ферменты, восстанавливаю-
щие Lb, внесены в номенклатуру ферментов под одним номером (КФ 1.6.2.6) с названием: 
NAD(P)H: феррилеггемоглобин оксидоредуктаза. Что касается восстановления несимбиоти-
ческих растительных Hb, то здесь есть разные мнения. Игамбердиев с соавт. предположили, 
что редуктазной системой для них может быть аскорбат/монодегидроаскорбатредуктаза [11]. 
В то же время было показано, что феррилеггемоглобинредуктаза 2 сои способна восстанав-
ливать несимбиотический Hb риса [12].  

Очень интересен вопрос о восстановлении бактериальных Hb. Присутствие таких ре-
дуктаз было впервые показано нами в клубеньковых бактериях Rhizobium lupini (теперь Brad-
yrhizobium lupini) [13], впоследствии этот фермент был выделен и очищен [14]. Мет-Hb-ре-
дуктаза была обнаружена и у бактерии Vitreoscilla [15], из которой ранее был выделен первый 
бактериальный Hb (VtHb). Она также оказалась NADH-зависимой FAD-содержащей оксидо-
редуктазой. Функционирование таких ферментов в бактериях может быть объяснением того 
факта, что как бактериальные Hb, так и эукариотические Hb, экспрессированные в прокари-
отах, присутствуют там в физиологически активном восстановленном состоянии.  

Особо стоит отметить такую группу Hb, как флавогемоглобины, обнаруженных сна-
чала в дрожжах [16], а потом и в прокариотах [17]. Они содержат два принципиально разных 
домена: глобиновый, аналогичный другим Hb, и редуктазный, аналогичный флавиновым ок-
сидоредуктазам, причем он гомологичен цитохром b5-редуктазе [17], которая в эритроцитах 
выполняет функцию метгемоглобинредуктаы. Основной функцией бактериальных флавоге-
моглобинов является NO-диоксигеназная реакция, которую они выполняют благодаря редук-
тазам, ассоциированным с глобиновым доменом [18]. То есть в данном случае мы имеем бе-
лок, соединенный в одной молекуле со своей собственной редуктазой.  

Таким образом, для всех гемоглобинов обязательным является наличие редуктазных 
систем, поддерживающих их в физиологически активном состоянии. Это могут быть как спе-
циальные редуктазы, так и редуктазные домены, соединенные с глобиновыми доменами в 
одной молекуле, а также редуктазы широкого спектра действия, для которых восстановление 
гемоглобинов является одной из возможных функций. Рассматривая как полученные нами, 
так и литературные данные, можно сделать заключение, что ферменты, восстанавливающие 
кислородсвязывающие гемопротеиды, являются, как правило, NADH-зависимыми FAD-со-
держащими оксидоредуктазами. Многие их них восстанавливают гемоглобины через цито-
хром b5 как промежуточный переносчик электронов. Поэтому при поиске ферментов, восста-
навливающих «новые» гемоглобины, необходимо в первую очередь проводить поиск среди 
подобных редуктаз. 

По некоторым свойствам редуктазы, восстанавливающие гемоглобины, проявляют 
большое сходство, что интересно с эволюционной точки зрения, так как эти ферменты функ-
ционируют в организмах, далеко разошедшихся в процессе эволюции. В то же время в неко-
торых случаях наблюдаются и существенные различия между такими ферментами. В связи с 
этим интересен вопрос о происхождении систем ферментативного восстановления кислород-
переносящих гемопротеидов, их сходстве и различиях. Он требует дальнейших кропотливых 
исследований.  
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Определенную роль в восстановлении кислородпереносящих гемопротеидов могут 
играть и другие процессы. Однако, по нашему мнению, основную роль играют ферментатив-
ные системы с участием соответствующих редуктаз. В связи с этим вероятно, что число ор-
ганизмов, у которых содержатся аналогичные системы, может быть значительно увеличено 
при расширении списка объектов исследований. Это имеет большой теоретический и прак-
тический интерес, так как кислородпереносящие гемопротеиды являются важнейшими для 
жизнедеятельности организмов белками. 

Как ни странно, несмотря на активное изучение таких «новых» и потенциально важ-
ных Hb, как нейроглобин в нервных клетках, цитоглобин в различных тканях и андроглобин 
в мужских гонадах, пока не проводилось серьезных работ по ферментативному восстановле-
нию этих белков. Мы полагаем, что, поскольку цитохром b5-редуктаза присутствует во мно-
гих тканях организма, то в первую очередь необходимо проверить возможность её функцио-
нирования для восстановления и этих гемоглобинов. То же относится и к поддержанию в 
восстановленном состоянии миоглобина в опухолевых клетках, где, как выяснилось, он 
также может синтезироваться. Пока не выяснен вопрос и с восстановлением усеченных ге-
моглобинов, также содержащихся во многих прокариотах. 

Укажем на еще одно возможное поле для исследований в данной области. В настоящее 
время активно изучаются процессы модификации гемоглобинов, в том числе под действием 
окислительного, нитрозативного и карбонильного стрессов [19], которые могут происходить 
как при многих заболеваниях, так и при старении. Образующиеся в этих случаях модифици-
рованные гемоглобины (гликозилированный, нитро- и нитрозо-Hb, а также Hb в состоянии 
гемихрома) по-другому подвергаются процессам окисления и восстановления, однако и этот 
факт изучен крайне слабо. 
Выводы 

Для функционирования всех Hb необходимы редуктазные системы, поддерживающие 
их в физиологически активном состоянии. По некоторым свойствам ферменты-восстанови-
тели Hb проявляют большое сходство, что представляет интерес с эволюционной точки зре-
ния, так как ферменты функционируют в организмах, далеко разошедшихся в процессе эво-
люции. Вопрос о происхождении систем ферментативного восстановления кислородперено-
сящих гемопротеидов, их сходстве и различиях, требует дальнейших исследований. 
Заключение  

Авторы считают, что в данной работе новыми являются следующие положения:  
Большинство из описанных к настоящему времени метгемоглобинредуктаз являются 

FAD-содержащими NADH-зависимыми оксидоредуктазами. В то же время для некоторых ге-
моглобинов пока неизвестны восстанавливающие их редуктазы. К таковым относятся многие 
«экзотические» Hb: пентакоординированные и усеченные. Поиск таких систем ферментатив-
ного восстановления является важной задачей для исследователей. 
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АНТИОКСИДАНТНОЕ ДЕЙСТВИЕ КАРНОЗИНА И ЕГО ЖЕЛЕЗОНИТРОЗИЛЬ-
НЫХ КОМПЛЕКСОВ В СИСТЕМАХ ОКИСЛЕНИЯ МИОГЛОБИНА И АРАХИДО-
НОВОЙ КИСЛОТЫ 
Карнозин и карнозиновые динитрозильные комплексы железа (ДНКЖ) эффективно ингиби-
руют образование свободнорадикальных интермедиатов, образующихся при окислении мио-
глобина, а также снижают образование диеновых конъюгатов, возникающих в ходе пере-
кисного окисления арахидоновой кислоты. Карнозиновые ДНКЖ являются более эффектив-
ными антиоксидантами, чем карнозин.  
Ключевые слова: карнозин, динитрозильные комплексы железа, миоглобин, арахидоновая 
кислота, перекисное окисление, окислительная модификация, гидропероксид трет-бутила 
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ANTIOXIDANT EFFECT OF CARNOSINE AND ITS NITROSYL IRON COMPLEXES IN 
MYOGLOBIN AND ARACHIDONIC ACID OXIDATION SYSTEMS 
Carnosine and carnosine dinitrosyl iron complexes (DNICs) effectively inhibit the formation of free 
radical intermediates formed during myoglobin oxidation, and also reduced the formation of diene 
conjugates arising during peroxidation of arachidonic acid. At the same time, antioxidant effect of 
carnosine DNICs was higher than that of carnosine. 
Keywords: carnosine, dinitrosyl iron complexes, myoglobin, arachidonic acid, peroxidation, oxida-
tive modification, tert-butyl hydroperoxide 
 
Введение 

Карнозин (β-аланил-L-гистидин) – наиболее хорошо изученный гистидиновый дипеп-
тид, который синтезируется у многих позвоночных организмов. Карнозин в высоких концен-
трациях содержится в сердечных и скелетных мышцах. Этот дипептид является хорошим хе-
латором ионов железа, меди и цинка, удаляет активные формы кислорода и азота, образует 
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аддукты с токсичными электрофильными α,β-ненасыщенными альдегидами [1-3]. Благодаря 
этим свойствам карнозин может защищать клетки от окислительного повреждения и замед-
лять их старение [4]. В настоящее время на основе карнозина производят биологически ак-
тивные добавки для повышения работоспособности при физических нагрузках, замедления 
старения, иммуномодуляции, а также для лечения/профилактики диабета и неврологических 
расстройств [2, 4, 5]. 

В настоящее время ведутся исследования по созданию на основе карнозина соединений, 
которые совмещают полезную функцию пептида и конъюгирующего фрагмента. К таким со-
единениям относят аналоги карнозина, содержащие NO-донорные субструктуры. В качестве 
примера можно привести NO-донорные карнозинамиды, полученные введением одной или 
двух NO-донорных нитрооксигрупп в боковую цепь амидного азота [6]. Эти соединения про-
демонстрировали антиоксидантную активность in vitro и защиту от ишемии/реперфузии in 
vivo, а также вазодилатационное действие на фрагментах аорты крысы [6]. 

К NO-донорным производным карнозина можно отнести динитрозильные комплексы 
железа (ДНКЖ), в которых дипептид является лигандом. Карнозиновые ДНКЖ ранее были 
получены нами [7, 8].  
 
Цель работы 

Изучить антиоксидантное и антирадикальное действие карнозиновых ДНКЖ в систе-
мах, моделирующих окисление миоглобина (Mb) и ненасыщенной жирной кислоты. 
 
Материалы и методы 

Образование свободнорадикальных интермедиатов в реакции миоглобина с гидропе-
роксидом трет-бутила (t-BOOH) оценивали методом хемилюминесценции, используя в каче-
стве активатора люминол. Регистрацию хемилюминесценции осуществляли на хемилюми-
несцентном анализаторе Lum-5773 (Россия) при постоянном перемешивании и термостати-
ровании при 37 °С. 

Диеновые конъюгаты – первичные продукты окисления арахидоновой кислоты, инду-
цированного реакцией Mb с t-BOOH, измеряли по величине оптического поглощения при 234 
нм на спектрофотометре Cary 300 Bio (США). 
 
Полученные результаты 

Антирадикальное действие карнозина и карнозиновых ДНКЖ изучали в системе окис-
ления миоглобина гидропероксидом трет-бутила (metMb − t-BOOH). Карнозин добавляли к 
реакционной смеси в двух концентрациях 0,1 и 1 мМ, карнозиновые ДНКЖ − 0,05 и 0,5 мМ, 
поскольку в состав ДНКЖ входит две молекулы карнозина. Оба соединения в значительной 
степени снижали продукцию свободных радикалов в исследуемой системе. Причем антира-
дикальный эффект ДНКЖ превосходил таковой карнозина. На это указывает снижение мак-
симума выхода хемилюминесценции в присутствии комплексов и смещение кинетической 
кривой вправо. При концентрации 0,5 мМ карнозиновые ДНКЖ полностью подавляли хеми-
люминесценцию. Карнозин, добавленный в концентрации 0,1 мМ, совместно с Fe2+ ингиби-
ровал светосумму хемилюминесценции на 55%, в отличие от 80% в случае карнозина и кар-
нозиновых ДНКЖ. 

Способность карнозина ингибировать перекисное окисление липидов (ПОЛ) была ранее 
показана в различных модельных системах. Основываясь на этих фактах, мы решили прове-
сти сравнительное изучение действия карнозина и карнозиновых ДНКЖ на окисление арахи-
доновой кислоты (омега-6 ненасыщенная жирная кислота), индуцированное свободноради-
кальными продуктами, образующимися в реакции metMb с t-BOOH. Регистрировали диено-
вые конъюгаты, образующиеся на начальных стадиях окисления арахидоновой кислоты. По-
скольку карнозиновые ДНКЖ содержат ионы Fe2+, являющиеся инициатором ПОЛ, в каче-
стве контроля были поставлены эксперименты с карнозином и Fe2+, добавленным в концен-
трации, эквивалентной его содержанию в ДНКЖ. 

ДНКЖ в концентрации 0,05 мМ практически полностью (на 95%) подавляли 
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образование диеновых конъюгатов, в то время как ингибирующий эффект карнозина (0,1 мМ) 
составлял 65%, а в сочетании с железом – 55 %. Карнозин (1 мМ) и карнозиновые ДНКЖ (0,5 
мМ) снижали окисление арахидоновой кислоты примерно на 80 %. 

Наименьшая начальная скорость образования диеновых конъюгатов была в образцах, 
содержащих карнозиновые ДНКЖ (примерно в 10 раз меньше, чем в контроле), наибольшая 
(такая же как в контроле) при сочетании карнозина с Fe2+. Эти данные коррелируют с коли-
чеством диеновых конъюгатов, образованных к 80 минуте реакции. Добавка Fe2+ к контроль-
ному образцу увеличивала скорость реакции окисления арахидоновой кислоты на 30 %, что 
подтверждает участие ионов железа в качестве инициатора ПОЛ в исследуемой системе. Та-
ким образом, было показано, что сочетание Fe2+ с карнозином или включение его в состав 
ДНКЖ снижает его прооксидантный эффект. 

Антиоксидантные свойства гистидиновых дипептидов помимо улавливания свободных 
радикалов, также могут быть обусловлены способностью имидазольного кольца дипептида 
связывать ионы редокс-активных металлов. Однако механизмы антиоксидантного действия 
гистидиновых дипептидов до конца не выяснены. 

Ранее мы показали, что карнозин может существовать в виде лигандов ДНКЖ [7, 8]. 
Предварительное изучение антиоксидантной активности карнозиновых ДНКЖ выявило, что 
они снижают уровень свободных радикалов пиперазина в реакционной системе, содержащей 
t-BOOH [8]. Это действие мы объяснили способностью комплексов перехватывать органиче-
ские свободные радикалы, продуцирующиеся при распаде t-BOOH. Кроме этого, карнозино-
вые ДНКЖ взаимодействуют с супероксидными анион-радикалами (O2•−), образующимися 
в ферментативной системе ксантин-ксантиноксидаза [8]. Также они восстанавливают оксо-
феррильную форму гемовой группы, образующуюся в реакции metMb с t-BOOH [8]. 

Антиоксидантные свойства карнозиновых ДНКЖ могут быть обусловлены комплекс-
ным действием трех составляющих: 1) карнозиновыми лигандами, 2) оксидом азота, 3) 
ионами Fe2+. Антиоксидантное действие карнозина хорошо известно [1, 9]. Есть данные, что 
активным элементом дипептида является имидазольное кольцо гистидина [10]. Также суще-
ственный вклад в антиоксидантную активность вносит способность карнозина хелатировать 
Fe2+ и Cu2+. Антиоксидантное действие NO в реакциях перекисного окисления липидов по-
казано в различных системах in vitro и in vivo [11, 12]. В наших работах мы неоднократно 
описывали возможные механизмы антиоксидантного и антирадикального действия ДНКЖ с 
различными физиологическими лигандами [13, 14]. Однако в случае карнозиновых ДНКЖ 
можно предположить еще один дополнительный механизм, связанный с окислением имида-
зольного кольца гистидина ионами Fe2+, входящими в состав комплексов. В ходе такого 
окисления образуется 2-оксогистидин, обладающий высокой антиоксидантной активностью 
[15]. 

Выводы 
Изученное в работе антиоксидантное действие карнозиновых ДНКЖ показывает еще 

один возможный механизм, посредством которого карнозин и другие гистидиновые дипеп-
тиды могут осуществлять антиоксидантную функцию в живых системах. Наличие антиокси-
дантной функции у гистидиновых дипептидов является предпосылкой для их использования 
в лечении и профилактике различных заболеваний, связанных с окислительным стрессом 
(нейродегенеративные и онкологические заболевания, диабет, катаракта). 

Заключение 
Авторы считают, что в данной работе новыми являются следующие положения и ре-

зультаты: 
1) Карнозин и карнозиновые динитрозильные комплексы железа (ДНКЖ) перехваты-

вают свободные радикалы, образующиеся при катализируемом гемовым и негемовым 
железом распаде гидропероксида трет-бутила. 

2) Карнозин и карнозиновые ДНКЖ ингибируют образование диеновых конъюгатов, 
возникающих в ходе окисления арахидоновой кислоты в системе миоглобин–гидро-
пероксид трет-бутила. 
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3) Во всех исследованных системах карнозиновые ДНКЖ оказались более эффектив-
ными антиоксидантами, чем карнозин. Включение карнозина в качестве лигандов в 
железонитрозильные комплексы усиливает его антиоксидантные свойства. 

 
Исследование выполнено за счет гранта Российского научного фонда (Russian Sci-

ence Foundation) № 24-24-00210. 
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ДЕЙСТВИЕ ЖЕЛЕЗОНИТРОЗИЛЬНЫХ КОМПЛЕКСОВ В СИСТЕМАХ, СОДЕРЖА-
ЩИХ ГЕМОГЛОБИН 
Железонитрозильные комплексы с глутатионовыми, фосфатными и тиосульфатными ли-
гандами снижали продукцию свободно-радикальных интермедиатов в реакции окисления ге-
моглобина гидропероксидом трет-бутила, а также препятствовали окислительной моди-
фикации гемоглобина. Тетранитрозильный комплекс железа (ТНКЖ) оказался более эффек-
тивным антиоксидантом по сравнению с другими исследованными комплексами. 
Ключевые слова: нитрозильные комплексы железа, оксид азота, гемоглобин, окислительная 
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EFFECT OF NITROSYL IRON COMPLEXES IN HEMOGLOBIN-CONTAINING SYS-
TEMS 
Nitrosyl iron complexes with glutathione, phosphate and thiosulfate ligands inhibited the production 
of free radical intermediates in the oxidation of hemoglobin with tert-butyl hydroperoxide, and also 
prevented the oxidative modification of hemoglobin. Tetranitrosyl iron complex (TNIC) was a more 
effective antioxidant compared to other studied complexes. 
Keywords: nitrosyl iron complexes, nitric oxide, hemoglobin, oxidative modification, peroxidation, 
tert-butyl hydroperoxide 
 
Введение 

Оксид азота (NO•) − липофильная радикальная молекула, образующаяся во всех жи-
вых организмах в ферментативных и неферментативных реакциях. В настоящее время NO• 
используют для регулирования артериального давления и как кардиопротекторный медиатор 
при ишемии, гипертонии, инсульте, а также для лечения рака. Поскольку молекула NO• имеет 
короткое время жизни, в медицинской практике используют доноры оксида азота, к которым 
относятся нитрозильные комплексы переходных металлов. Наиболее изучены кардиопротек-
торные свойства динитрозильных комплексов железа с тиолсодержащими лигандами (RS-
ДНКЖ), в качестве которых выступает глутатион и цистеин. 

Помимо физиологических ДНКЖ с глутатионовыми и цистеиновыми лигандами в 
настоящее время активно ведутся разработки и исследование их синтетических аналогов. 
Наиболее хорошо изучен анионный биядерный тетранитрозильный комплекс железа с тио-
сульфатом натрия Na2[Fe2(S2O3)2(NO)4]∙4H2O (ТНКЖ). Этот комплекс является эффективным 
донором NO• [1, 2] и оказывает терапевтическое действие на миокард крыс при моделирова-
нии ишемического и реперфузионного повреждения. Он также обладает сосудорасширяю-
щим действием, которое проявляется в эффективном восстановлении коронарного кровотока 
и уменьшении систолического артериального давления, а также обладает противоопухоле-
вым действием [1]. 

Известно, что оксид азота в биологических системах может функционировать еще и 
как антиоксидантная молекула [3-7]. Причем антиоксидантное действие NO• обусловлено как 
прямым взаимодействием со свободнорадикальными молекулами, так и c активацией путей 
передачи сигнала, которые приводят к усилению синтеза эндогенных антиоксидантов или 
подавлению ответов на провоспалительные стимулы [8, 9].  

Антиоксидантные свойства железонитрозильных комплексов до сих пор ставятся под 
сомнение из-за входящего в их состав железа, катализирующего перекисное окисление липи-
дов (ПОЛ). К тому же, NO•, высвобождающийся из комплексов, также может проявлять про-
оксидантное действие, образуя пероксинитрит. 

Цель работы 
Cравнить антиоксидантное/прооксидантное действие железонитрозильных комплек-

сов с глутатионовыми, фосфатными и тиосульфатными лигандами в системах, моделирую-
щих перекисное окисление гемоглобина. 

Материалы и методы 
ДНКЖ с фосфатными лигандами синтезировали в сосуде Тунберга, пропуская газооб-

разный NO через смесь, содержащую FeSO4 и 100 мМ Na,K-фосфатный буфер (рН 6,8) в ка-
честве источника фосфатного лиганда, как описано в работе [4]. GS-ДНКЖ получали добав-
лением восстановленного глутатиона (GSH) к менее стабильным ДНКЖ с фосфатом в 
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молярном соотношении 2 : 1. Препараты ДНКЖ хранили при температуре жидкого азота. 
Комплекс Na2[Fe2(S2O3)2(NO)4]•4H2O синтезировали согласно методике, описанной в работе 
[10] пропусканием газообразного NO через анаэробный водный раствор смеси FeSO4•7H2O и 
Na2S2O3•5H2O при комнатной температуре и последующей кристаллизацией при температуре 
+4-8 °С. 

Образование свободнорадикальных интермедиатов в реакции гемоглобина (metHb) с 
гидропероксидом трет-бутила (t-BOOH) оценивали методом хемилюминесценции, исполь-
зуя в качестве активатора люминол. Регистрацию осуществляли на хемилюминесцентном 
анализаторе Lum-5773 (Россия) при постоянном перемешивании. Для описания эксперимен-
тальных кривых использовали светосумму хемилюминесценции за 300 секунд. 

Влияние железонитрозильных комплексов на образование оксоферрилHb (Hb-
Fe(IV)=O) исследовали в системе с t-BOOH. Комплексы вносили одновременно с t-BOOH в 
соотношении 3 : 1 в расчете на субъединицы белка. За накоплением Hb-Fe(IV)=O следили по 
разности поглощения при 582 нм и 617 нм (ближайшая изобестическая точка по отношению 
к максимуму поглощения 582 нм). 

Продукцию активных форм кислорода в реакции metHb с t-BOOH измеряли в присут-
ствии TMPD. Оценку генерации окислителей производили по величине площади под кривой 
окисления TMPD, зарегистрированной при 610 нм. в течение пяти минут. 

Антиоксидантную активность измеряли с помощью ABTS. В реакционной системе, 
содержащей metHb и t-BOOH, образуется радикал ABTS (ABTS•+) сине-зеленого цвета. Вос-
становление ABTS•+ сопровождается обесцвечиванием раствора. За ходом реакции следили 
при 734 нм.  

Диеновые конъюгаты − продукты ранней стадии окисления линолевой кислоты, обра-
зующиеся в ходе окисления гемоглобина гидропероксидом трет-бутила, измеряли по вели-
чине оптического поглощения при 234 нм. 

Содержание гема в растворе Hb регистрировали с помощью пиридигемохромного ме-
тода. К 15 мкл раствора Hb добавляли 135 мкл воды и 450 мкл 30% щелочного раствора пи-
ридина. Непосредственно перед измерением раствор восстанавливали дитионитом натрия. 
Оптическое поглощение восстановленного комплекса гема с пиридином измеряли при 556 и 
539 нм. 

SDS-электрофорез проводили в блоках 12% ПААГ по методу Лэммли. К растворам 
белка добавляли буфер для образцов в соотношении 1 : 1, прогревали в течение 5 минут при 
95 оС и наносили на гель. 
 
Полученные результаты 
Образование свободнорадикальных продуктов при окислении гемоглобина  

В системе, моделирующей перекисное окисление Hb гидропероксидом трет-бутила, 
было изучено влияние железонитрозильных комплексов с глутатионовыми (GS-ДНКЖ), фос-
фатными (ДНКЖ-PO4−) и тиосульфатными (ТНКЖ) лигандами на образование свободнора-
дикальных интермедиатов. Реакция metHb с органической гидроперекисью приводит к обра-
зованию оксоферрилHb с радикалом на порфирине или на белковой части, а также алкоксиль-
ных (RO•) и алкилпероксильных (ROO•) радикалов [11, 12]. По данным работы [11] основным 
свободным радикалом, образующимся в исследуемой реакционной системе, является ал-
коксильный радикал (tert-butoxy radical, t-BO•). 

Регистрацию свободных радикалов производили с помощью люминол-зависимой хе-
милюминесценции. При взаимодействии пероксильных радикалов с люминолом образуется 
радикал люминола, из которого затем образуется аминофталевая кислота в возбужденном 
электронном состоянии (P*), которая переходит в основное с испускание кванта света: 

ROO•  +  LH2  →  ROOH  +  LН•                                                                                (1) 
P*  →  P  +  hν                                                                                                              (2) 
ТНКЖ, взаимодействуя с радикалами, дозозависимо ингибировал интенсивность хе-

милюминесценции. При концентрации комплекса 0,5 мМ, он полностью подавлял 



Секция 3. ГЕМОГЛОБИНЫ, КРОВЬ, ЖЕЛЕЗО И СТРЕСС 
  

Материалы конференции NT + ME`24. – ISBN 978-5-6044060-4-5                                      84  

хемилюминесценцию. ДНКЖ-PO4
− также оказывал ингибирующее действие на продукцию 

радикалов, однако был менее эффективным. При концентрации 0,5 мМ ингибирующий эф-
фект составлял 60%. GS-ДНКЖ, напротив, проявлял прооксидантное действие, которое, ве-
роятно, обусловлено образованием тиильных радикалов в ходе окисления глутатиона [13]. 
Эти радикалы при взаимодействии с кислородом могут образовывать глутатиондисульфид 
(GSSG) или тиопероксильный радикал (GSOО•). Тиильные радикалы возникают, вероятно, 
при окислении несвязанного глутатиона, присутствующего в препаратах GS-ДНКЖ.  

Железонитрозильные комплексы могут нейтрализовать перекисные радикалы благо-
даря тому, что являются хорошими донорами NO•, который, как известно, действует как ан-
тиоксидант в системе ПОЛ [3, 6, 14]. Оксид азота способен обрывать цепные реакции ПОЛ, 
взаимодействуя с радикалами гидроперекисей (k = 1−3 × 109 M-1c-1) [6] с образованием ин-
термедиата − органического пероксинитрита (реакция 3): 

ROO•  +  NO•  →  ROONO  →  RO•  +  NO2•                                               (3) 
Антиоксидантное и антирадикальное действие железонитрозильных комплексов 

также было изучено в системе окисления TMPD свободнорадикальными продуктами, обра-
зующимися в реакции metHb с t-BOOH. Как и в предыдущей экспериментальной системе, 
антиоксидантное действие ДНКЖ-PO4

− было менее выражено по сравнению с ТНКЖ. GS-
ДНКЖ оказывал незначительное антиоксидантное действие, 10-15 % ингибирования окисле-
ния TMPD. 

Антиоксидантное действие железонитрозильных комплексов изучали с помощью ши-
роко используемого методического подхода – образование катион-радикала ABTS (ABTS•+). 
Добавление комплексов приводило к торможению образования ABTS•+, генерируемого в ре-
акции metHb с t-BOOH. На кинетических кривых, зарегистрированных в присутствии ком-
плексов, отчетливо прослеживается лаг-период. Наиболее продолжительный лаг-период и 
наименьшая скорость образования ABTS•+ наблюдались при добавлении в систему ТНКЖ. 

Окислительная модификация гемоглобина 
Реакция Hb с гидропероксидами приводит к двухэлектронному окислению белка с об-

разованием оксоферрильного интермедиата с катион-радикалом на порфириновом кольце 
(порфирин+•–Fe(IV)=O), который приводит либо к разрушению гемовой группы, либо к окис-
лению аминокислотных остатков в белке [12, 15]. Учитывая данный факт, было изучено дей-
ствие железонитрозильных комплексов на эти процессы. 

Железонитрозильные комплексы в разной степени влияли на образование оксофер-
рилHb. Наибольшее ингибирующее действие оказывал GS-ДНКЖ, что может быть связано 
не только с действием NO•, но и GSH, входящим в состав комплекса. Как известно, NO может 
восстанавливать оксоферрильный интермедиат до met-формы (реакция 4) с последующим 
восстановительным нитрозилированием (реакция 5) [14], которое практически полностью 
ингибирует образование свободных радикалов [15]: 
 
порфирин-Fe(IV)=O  +  NO•  → порфирин-Fe(III)-ONO  →  порфирин-Fe(III)  +  NO2

−      (4) 
                                                    OH− 
порфирин-Fe(III)  +  2NO•  →  порфирин-Fe(II)-NO  +  NO2

−  +  H+                                       (5) 

 
Образование оксоферрилHb приводит к окислительной модификации Hb, сопровож-

дающейся деградацией гемовой группы, высвобождением ионов железа, катализирующих ге-
нерацию свободных радикалов в реакциях Фентона и Хабера-Вайса. Поэтому было исследо-
вано действие железонитрозильных комплексов на разрушение гемовой группы под дей-
ствием различных концентраций t-BOOH. GS-ДНКЖ практически не влиял на распад гемо-
вой группы, в то время как ТНКЖ полностью подавлял разрушение гема. 

В результате внутримолекулярного восстановления порфирина образуются радикалы 
аминокислот, что приводит к межсубъединичным сшивкам и формированию димерных и вы-
сокомолекулярных форм белка. Количество димеров Hb снижалось по мере увеличения 
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концентрации t-BOOH, за исключением вариантов, содержащих ТНКЖ. Напротив, количе-
ство высокомолекулярных форм дозозависимо возрастало с увеличением концентрации про-
оксиданта во всех исследованных вариантах. Однако при добавлении ТНКЖ доля Hb, обра-
зовавшего мультимеры, была существенно ниже при всех концентрациях t-BOOH. 

Окисление линолевой кислоты в присутствии гемоглобина 
Известно, что оксоферрилHb, образующийся при взаимодействии Hb с гидроперокси-

дами, инициирует окисление липидов [12]. Также известно, что NO• подавляет процессы сво-
боднорадикального окисления липидов [3, 6, 14]. Принимая во внимание эти факты, было 
проведено исследование влияния нитрозильных комплексов железа на окисление линолевой 
кислоты в системе metHb−t-BOOH. Степень окисления жирной кислоты регистрировали по 
образованию в реакционной среде диеновых конъюгатов – продуктов начальной стадии окис-
ления. Исследуемые нитрозильные комплексы железа в разной степени подавляли образова-
ние диеновых конъюгатов. Наибольшее антиоксидантное действие оказывали GS-ДНКЖ, 
что, по-видимому, обусловлено действием GSH, присутствующего в комплексах. 

Выводы 
Во всех исследованных системах, содержащих гемоглобин, ТНКЖ оказывал выражен-

ное антиоксидантное действие, в то время как GS-ДНКЖ в одних условиях проявлял себя как 
антиоксидант, а в других как прооксидант. На основании полученных результатов можно за-
ключить, что GS-ДНКЖ и ТНКЖ могут успешно использоваться в качестве сосудорасширя-
ющих и кардиопротекторных препаратов. 

 
Заключение  
Авторы считают, что в данной работе новыми являются следующие положения и резуль-
таты: 

1) Проведена оценка общей антиоксидантной активности ДНКЖ с фосфатными и глу-
татионовыми лигандами в сравнении с ТНКЖ с тиосульфатными лигандами на про-
дукцию свободно-радикальных интермедиатов в реакции окисления Hb гидроперок-
сидом трет-бутила и на окислительную модификацию Hb. Было показано, что тет-
ранитрозильный комплекс обладает более выраженным антиоксидантным дей-
ствием по сравнению с динитрозильными комплексами. 

2) Выраженные антиоксидантные свойства ТНКЖ по сравнению с ДНКЖ можно объ-
яснить высокой способностью генерировать NO•, более низким содержанием железа 
на 1 моль NO•, а также отсутствием прооксидантного действия у продуктов распада 
этого комплекса. 

 
Исследование выполнено за счет гранта Российского научного фонда (Russian Science 
Foundation) № 24-24-00210. 
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СИНТЕЗ И ХАРАКТЕРИЗАЦИЯ ЭНДОЭДРАЛЬНЫХ ФУЛЛЕРЕНОВ ТЕЛЛУРА 
В статье обсуждается возможность синтеза эндоэдральных фуллеренов (эндофуллеренов) 
теллура и перевода их в водорастворимую форму с целью последующего получения эндофул-
леренолов йода при облучении тепловыми нейтронами. Описан экспериментальный метод 
получения эндофуллерена теллура, перевода его в водорастворимую форму и исследование 
свойств полученного продукта спектроскопическими методами. 
Ключевые слова: фуллерен, фуллеренол, теллур, йод, радиофармпрепараты. 

 
 I.S. Ryabokon, V.P. Sedov, P.L. Molkanov, 

D.N. Orlova, M.V. Suyasova, M. E. Vznuzdaev 
Petersburg Nuclear Physics Institute named by B.P. Konstantinov of 

National Research Centre «Kurchatov Institute» 
 

STUDY OF THE POSSIBILITY OF SYNTHESIS OF ENDOHEDRAL TELLURIUM 
FULLERENES 
The article discuss the possibility of synthesizing endohedral fullerens (endofullerens) of tellurium 
and converting them into a water-soluble form with the aim of subsequently obtaining endohedral 
fullerenols of iodine by irradiation with thermal neutrons. An experimental method for producing 
tellurium endofullerene, converting it into a water-soluble form, and studying the properties of the 
resulting product using spectroscopic methods is described. 
Keywords: fullerene, fullerenol, tellurium, iodine, radiopharmaceuticals. 
 
Введение 

Одна из основных проблем, возникающих при радиотерапии онкологических заболе-
ваний – осложнения, возникающие вследствие воздействия ионизирующего излучения на 
клетки нормальных тканей [1]. Для снижения этого побочного эффекта необходимо найти 
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способы доставки радиофармпрепаратов (РФП) непосредственно в опухоль. Одним из спо-
собов решения этой задачи может быть применение эндоэдральных фуллеренов (эндофулле-
ренов), содержащих атом радиоактивного элемента внутри углеродного каркаса. 

Использование молекулы эндофуллерена как наноконтейнера для адресной доставки 
радиоизотопа, входящего в состав РФП, представляется весьма перспективным, поскольку, 
находясь внутри каркаса фуллерена, атом радиоактивного изотопа изолирован от химиче-
ского взаимодействия со здоровыми клетками и, таким образом, не оказывает на них токси-
ческого действия. Радиоактивное действие изотопа при этом остается неизменным. Таким 
образом, появляется возможность применения более высоких доз РФП c меньшим негатив-
ным воздействием на организм. Проблема плохой биосовместимости эндофуллеренов, свя-
занная с их низкой растворимостью в воде, решается путем синтеза аддуктов с различными 
функциональными группами: гидроксильными [2], карбоксильными [3] или молекулами био-
совместимых полимеров. Модифицированные таким образом молекулы эндофуллеренов 
приобретают хорошую водорастворимость и липофильные свойства, благодаря которым они 
легко преодолевают клеточные мембраны. Снабжение переведенных в биосовместимую 
форму эндофуллеренов адресными молекулами (например, фолиевой кислотой) превращает 
их в эффективные векторы для доставки радиоактивных изотопов непосредственно к злока-
чественному новообразованию [4]. 

Препараты на основе изотопов йода (123I, 124I, 125I, 131I) широко применяются для 
диагностики и радиотерапии заболеваний щитовидной железы. Йод обладает высокой хими-
ческой активностью и токсичностью, поэтому заключение его атомов в наноконтейнер моле-
кулы фуллеренола (водорастворимой формы фуллерена, модифицированного гидроксиль-
ными группами) является перспективным методом снижения его вредного побочного воздей-
ствия на организм. 

Особенности технологии производства фуллеренов и их производных делают синтез 
эндофуллеренов с использованием готовых радиоактивных изотопов йода практически не-
осуществимым. Однако, широко распространен реакторный способ получения изотопов йода 
облучением теллуровых мишеней тепловыми нейтронами: 130Te(n,γ)131Te(β)131I. Очевид-
ная идея состоит в том, чтобы попытаться применить реакторный метод к теллуру, уже ин-
капсулированному в молекулу фуллерена или фуллеренола. Возникает гипотетическая по-
следовательность получения эндофуллеренолов 131I: синтез эндофуллерена Te, перевод его 
в водорастворимую форму и, наконец, облучение этого промежуточного продукта пучком 
тепловых нейтронов. Установленная ранее высокая выживаемость фуллеренолов под воздей-
ствием нейтронов [5] указывает на потенциально высокую эффективность предлагаемого ме-
тода получения. 
Цель работы 

Целью данной работы является изучение возможности синтеза водорастворимых 
эндоэдральных фуллеренолов теллура, пригодных для последующего получения эндофулле-
ренолов 131I при облучении на пучке тепловых нейтронов. 
Материалы и методы 

В данной работе использовали метод, основанный на электродуговом испарении ком-
позитных теллурсодержащих графитовых электродов в среде гелия. Метод ранее успешно 
применяли для синтеза эндометаллофуллеренов 3d- и 4f-элементов [6,7]. 

В рамках метода получали фталоцианин теллура, проводили его пиролиз в среде 
инертного газа – гелия. Далее теллуросодержащий пиролизат использовали для приготовле-
ния композитных электродов, последние применяли для синтеза фуллеренов электродуговым 
способом. Полученный углеродный конденсат промывали о-ксилолом для удаления пустоте-
лых фуллеренов. Затем экстрагировали эндофуллерены теллура в виде комплекса с раство-
рителем N,N - диметилформамидом (ДМФА) с добавкой гидразин-гидрата. Смесь разделяли 
центрифугированием и раствор упаривали досуха. Далее полученный продукт гидроксили-
ровали раствором перекиси водорода для перевода в водорастворимую форму – фуллеренол. 

Эндофуллерен и эндофуллеренол теллура идентифицировали с помощью ИК-Фурье-
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спектроскопии на приборе ФСМ-1201 с помощью приставки многократного нарушенного 
полного внутреннего отражения (МНПВО) [8]. 

Масс-спектр эндофуллерена теллура был измерен на приборе MALDI-TOF, Bruker. 
Полученные результаты 

В результате проведенных исследований были получены эндоэдральные фуллерен и 
фуллеронол теллура. С помощью ИК-спектроскопии установлены характерные для фулле-
рена и фуллеренола полосы колебания связей: С-С, С=С, С-О, С-О-Н. ИК-спектры представ-
лены на Рис. 1. 

 
Рис. 1. ИК-спектры эндофуллерена и эндофуллеренола теллура. 

 
В ИК-спектре присутствуют полосы, характеризующие наличие гидроксильных 

групп, присоединенных к фуллереновому каркасу. Присутствуют полосы 1022-1219 см-1, ха-
рактерные для связи С-О. Слабая полоса 1421 см-1 отвечает деформационным колебаниям 
связанной группы С-О-Н. Полосы 1597 и 1724 см-1 относятся к колебаниям связей С-С и 
С=С, соответственно, в молекулах фуллерена и фуллеренола. Группа полос при 2823 и 
2891 см-1 относится к колебаниям связи С-С в молекуле фуллеренола, а интенсивная полоса 
при 3304 см-1 соответствует колебаниям гидроксильной группы, связанной с фуллереном. 

Методом масс-спектроскопии установлено наличие эндофуллеренов теллура вида 
Te@Cn, где n=86, 90, 92, 94, 96. (Рис. 2). 

 

 
Рис. 2. Масс-спектр эндофуллерена теллура. 
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Выводы 

Полученные методами ИК- и масс-спектроскопии данные позволяют сделать вывод, 
что в результате проведенных процедур получены и переведены в водорастворимую форму 
теллур-содержащие продукты электродугового синтеза, которые можно охарактеризовать 
как эндоэдральные фуллеренолы теллура. 
 
Заключение 

Авторы считают, что новизной данного исследования является установление возмож-
ности синтеза эндоэдральных водорастворимых фуллеренов теллура - важных промежуточ-
ных продуктов для получения эндофуллеренолов йода как основы радиофармпрепаратов. 
 
Авторы выражают благодарность за содействие в масс-спектрометрических исследо-
ваниях Виктору Ивановичу Герасимову. 
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МОДЕЛИРОВАНИЕ КИНЕТИКИ РАСПРЕДЕЛЕНИЯ ЗАРЯЖЕННЫХ ФОТОСЕН-
СИБИЛИЗАТОРОВ В ЛИМФОИДНЫХ КЛЕТКАХ С УЧЁТОМ СОПРЯЖЁННЫХ 
ИЗМЕНЕНИЙ ГРАДИЕНТОВ ЭЛЕКТРИЧЕСКИХ ПОЛЕЙ В МИТОХОНДРИЯХ И 
ЯДРАХ. 
В статье обсуждается роль трёх типов электрических трансмембранных потенциалов 
(ТМП) в аккумуляции хлориновых фотосенсибилизаторов (ФС) и флуоресцентного зонда-ка-
тиона ДСМ в опухолевых клетках для эффективности фотодинамической терапии. Пред-
ставлена кинетическая модель распределения заряженных ФС в лимфоидных клетках в виде  
системы 4-х нелинейных дифференциальных уравнений с переменными противоположно 
направленными электрическими потенциалами на внутренних мембранах митохондрий и 
ядра. Вычислительный компьютерный эксперимент на базе этой модели позволяет полу-
чать решения в виде кинетических кривых, на основе которых можно прогнозировать те-
рапевтическую эффективность выбранных ФС.  
Ключевые слова: кинетическая модель, нелинейные дифференциальные уравнения,  
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фотосенсибилизаторы-хлорины, флуоресцентный зонд ДСМ, переменные трансмембран-
ные  потенциалы,  митохондрии, ядерные эритроциты, опухолевые  
лимфоидные  клетки.  
 
                                                                                                                                       G.I. Morozova, K.Z. Askarova  

                                                                                                                 Patrice Lumumba Russian Peoples' Friendship University 
                                                                                                                                 

MODELING THE DISTRIBUTION  KINETICS OF СHARGED  PHOTOSENSITIZERS  
IN  LIMPHOID   CELLS  WITH  ASSOCIATED  CHANGES  IN ELECTRIC FILD GRA-
DIENTS ON THE NUCLEAR  AND MITOCHONDRIAL MEMBRANES. 
The article discusses the role of three types of electrical transmembrane potentials (TMP) in the 
accumulation of the chlorine photosensitizers (PS) and fluorescent cation- probe DSM in tumor cells 
for the photodynamic therapy effectiveness. An kinetic model of the charged PS-chlorins distribution 
in active lymphoid cells is presented in the form of nonlinear differential equations, including oppo-
sitely directed alternating electrical potentials on the internal mitochondria and nuclei membranes. 
A computational experiment based on the proposed model makes it possible to obtain fairly solutions 
- kinetic curves, with the help of which one can predict the effectiveness of selected PS. 
Keywords: kinetic model, nonlinear differential equations, photosensitizers-chlorins, fluorescent 
cation probe DSM, alternating membrane potentials, mitochondria, nuclear erythrocytes, tumor 
lymphoid cells.  
        
       Введение.  
       Эффективность фотодинамической терапии (ФДТ) существенно определяется накопле-
нием фотосенсибилизаторов (ФС) в опухолевых клетках, прежде всего в митохондриях, где 
под воздействием облучения лазером и активных форм кислорода молекулы ФС превраща-
ются в фототоксичные вещества, убивающие опухолевые клетки [1,2]. Поэтому актуально 
исследование кинетики аккумуляции ФС внутри клеток в терапевтически допустимый ин-
тервал времени. В серии экспериментов установлено, что электроотрицательные трансмем-
бранные потенциалы (ТМП) на плазматической и митохондриальной мембранах способ-
ствуют аккумуляции  катионных и препятствуют накоплению анионных молекул в различ-
ных клетках [3-11].   
        С другой стороны, ранее полученные результаты в экспериментах с катионным флуо-
рохромом ДСМ на ядерных эритроцитах крови (лягушек) [10] и на культуре лимфобласто-
идных клеток [11], позволили выдвинуть гипотезу о существовании на внутренней ядерной 
мембране энергозависимого положительного градиента электрического поля,  который пре-
пятствует проникновению катионов в ядро, однако, этот ТМП в ядре снижается при измене-
нии метаболического статуса клеток, например, под влиянием протонофоров или при пере-
ходе клеток к фазе деления.  
        Исходя из экспериментальных и теоретических данных, можно полагать, что результат 
накопления и распределения молекул ФС в клетках определяется не только физико-химиче-
скими свойствами их молекул (зарядом, гидрофобностью), но и уровнями трёх ТМП, сопря-
жённых с энергетикой клеток и их митотической активностью [8,11,12,14], а именно: отри-
цательными электрическими ТМП на плазматической и митохондриальных мембранах и 
положительным электрическим ТМП на внутренней ядерной мембране. Исходя из этого, 
кинетические процессы для заряженных ФС целесообразно моделировать на основе элек-
тродиффузной теории Нернста-Планка [4].  
        В предыдущей работе [13] для описания  взаимодействия хлориновых ФС и флуоро-
хрома ДСМ с клетками была использована линейная модель в виде системы 4-х дифферен-
циальных уравнений первого порядка с сохраняющимися постоянными значениями ТМП на 
всех мембранах  во время диффузии анионного хлорина Е6 или катионов ДСМ в клетку. Для 
такой системы были получены аналитические решения для концентраций этих веществ во 
внутренних мембранных отсеках при различных энергетических состояниях клеток. 
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        Цель работы. 
        Целью данной работы является математическое моделирование кинетики поступления 
заряженных ФС в мембранные отсеки лимфоидных клеток (ЛК) для заданных переменных 
ТМП-ов на мембранах митохондрий и ядра и получение решений для этой модели (системы 
нелинейных дифференциальных уравнений) на основе вычислительного компьютерного 
эксперимента. 
         Методы, объекты и  материалы. 
         В работе моделировали кинетику распределения хлорина Е6 (анионного типа) [2] и его 
производного диметилового эфира (ДМЭ) (с катионными свойствами) [12] в клетках лимфо-
идного типа на основе электродиффузной теории Нернста-Планка [4]. Кинетическую задачу 
решали в рамках модельной системы из четырех параллельно-последовательных ячеек: 
внешняя среда (0), цитоплазма (1), митохондрии (2), ядро (3), разделенных полупроницае-
мыми мембранами с определёнными начальными ТМП на плазматической и внутренних 
мембранах митохондрий и ядра.  При этом в модели не учитываются обратные потоки  вы-
хода хлориновых ФС из мембранных ячеек в среду или в цитоплазму, поскольку процесс 
далёк от  стационарного состояния в первые минуты. 
        Для растворимых амфифильных ФС считаем, что в клетку и внутрь органелл перено-
сятся только молекулы, занявшие центры связывания на поверхностях соответствующих 
мембран. Проницаемость мембраны Р=DK/d, где D – коэффициент диффузии молекул ФС 
через мембрану, K – константа распределения ФС между мембраной и средой (отражает их 
гидрофобные свойства), d– толщина мембранного слоя.  
        В данной работе за основу взята наша предыдущая линейная модель в виде системы 4-х 
дифференциальных уравнений с постоянным потоком ФС (b) через внешнюю мембрану,  и c 
постоянными ТМП на мембранах митохондрий и ядра, представленная в [16]. Однако, в но-
вом варианте модели уравнения нелинейные (1), так как задали снижение градиентов элек-
трических полей на мембранах митохондрий и ядра во время проникновения ФС через мем-
браны:  
 
𝑑𝑑𝑑𝑑0
𝑑𝑑𝑑𝑑

= 𝑎𝑎01𝑥𝑥1 − 𝑏𝑏  
𝑑𝑑𝑑𝑑1
𝑑𝑑𝑑𝑑

= 𝑏𝑏 + 𝑎𝑎11𝑥𝑥1 − 𝑎𝑎22𝑥𝑥2 − 𝑎𝑎33𝑥𝑥3                                                                                                                                              
𝑑𝑑𝑑𝑑2
𝑑𝑑𝑑𝑑

= 𝑎𝑎21𝑥𝑥1 + 𝑎𝑎22𝑥𝑥2  
𝑑𝑑𝑑𝑑3
𝑑𝑑𝑑𝑑

= 𝑎𝑎31𝑥𝑥1 + 𝑎𝑎33𝑥𝑥3  ,                                                                                                                (1)                                                

 
где хi - количество ФС в i-й ячейке, dxi/dt - потоки вещества, аij- константы скоростей пере-
носа ФС через мембраны (при  b = 1 мкМ/сек). 
        
       Таким образом, коэффициенты аij отражают  скорости переноса ФС через разные мем-
браны в системе уравнений (1) и зависят от изменения величины и направления ТМП (Δφ), 
проницаемости (Р) мембран,  а также  от величины и знака заряда (z):  
 
                                                 а  ≈ Рf(zFф)                                                                                  (2) 
 
       В нашей модели  считаем, что  начальные значения ТМП в митохондриях и ядре (∆φ2 и 
∆φ3) снижаются экспоненциально с заданными модулирующими параметрами α и β скорости  
изменения поля в митохондриях  и ядре соответственно.  
        Для решения уравнений на базе вычислительного эксперимента необходимо введение  в 
модель реальных переменных коэффициентов аij. С этой целью использовали эксперимен-
тальные данные роста средней интенсивности флуоресценции ФС в лимфоидных клетках 
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культуры  RAJI [12], инкубированных с хлорином Е6 или с ДМЭ.  Начальные значения а11 
перехода ФС через плазматическую мембрану в цитоплазму определяли по наклонам линей-
ной части экспериментальных кривых для ФС по аналогии с кинетической задачей для от-
дельной мембранной везикулы [4]. Тогда константа скорости переноса а однозарядной моле-
кулы через мембрану везикулы определяется так:  

                                          а𝟏𝟏𝟏𝟏 =  P zF
RT
∙ (φ1−φ2)

1−exp�zF 
RT�φ2−φ1⬚��

                                                          (3)                                                                                                                           

        Используя экспериментальные данные а11 для каждого ФС, определяли Р внешней мем-
браны для них по формуле (3) при условии постоянного внешнего ∆φ1, затем получали мате-
матические выражения для аij в мембранах митохондрий и ядра  с переменными ∆φ2(t) и 
∆φ3(t) соответственно. Для упрощения в модели полагали Р постоянной во всех мембранных 
отсеках клеток. Далее, подставляя в уравнения (1) формулы для всех аij при разных заданных 
параметрах  α и β, проводили вычислительный эксперимент на компьютере с помощью спе-
циальной программы [14] и получали решения уравнений для х(t) в виде кинетических кри-
вых изменения количества каждого ФС в трёх мембранных ячейках клеток.   
        С целью демонстрации свойств и возможностей флуоресцентного зонда – катиона ДСМ 
(4-(n-диметиламиностирил)-1-метилпиридиний) [5] для моделирования и оценки состояния 
клеток в работе получены микрофотографии лимфобластоидных клеток линии МТ4 (лаб. 
клеточных культур НИИ им. Н. Ф. Гамалеи), окрашенных ДСМ (10 мкМ) в течении  20-30 
минут при 37°С до и после их инкубации с протонофором 2.4-ДНФ (1мМ). Приготовление 
витальных препаратов этих клеток, исследование их под микроскопом (Люмам И2) и микро-
фотографирование производили в режимах, описанных  ранее в нашей работе [11]. 
 
Результаты и обсуждение.  
        В работе получена математическая кинетическая модель в виде системы 4-х нелинейных 
дифференциальных уравнений (1), описывающих изменение количества заряженных ФС-
хлоринов в мембранных отсеках (цитоплазме, митохондриях, ядре) лимфоидных клеток (ЛК) 
при переменных ТМП в митохондриях и ядрах. Как правило, опухолевые клетки обладают 
повышенной пролиферативной активностью в условиях нормальной оксигенации, но имеют 
сниженные ТМП на внешней и ядерной мембранах согласно экспериментальным данным 
[9,11].     
      Исходя из этого, для нашей модели были заданы следующие исходные значения ТМП  на 
внутренних мембранах митохондрий (∆φ2) и ядра (∆φ3) в ЛК:  
 
∆φ2(t) = А2(0)exp ( - αt),   А2 (0)= -120мВ                                                                                                                                                                            
∆φ3(t)  = А3(0)exp ( - βt),  А3 (0) = +20мВ                                                                                (4) 
 
Внешний ТМП для таких клеток считаем постоянным в пределах времени эксперимента: 
∆φ1(t) = А1= -20 мВ. 
      В таблице 1 представлены расчётные константы аij  для ДМЭ и Е6, которые отражают 
начальные скорости проникновения заряженных ФС из среды в цитоплазму, в  митохондрии 
и ядро клеток.  
 
Таблица 1. Константы скоростей переноса (аij) для двух ФС через внешнюю (а1), митохондриальную (а2) и ядерную 

(а3) мембраны в ЛК с учётом заряда ФС и направления ТМП электрического поля в  мембранах. 

ФС а01  =  а33 а11 = а21 = а31 а22 
Хлорин Е6-  

0,30  (по полю) 
 

0, 20 (против поля) 
 

0,04 (против поля) 

ДМЭ+ 

 

0,25 (против  
поля) 

 

 
0.60  (по полю) 

 
6.25 (по полю) 
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                                                    ДМЕ+                                                           Хлорин - Е6 
             Х(t), мкМ                                                                                       Х(t), мкМ 

  
Рисунок 1. Результаты вычислительного эксперимента: изменение количества Х(t)  хлориновых ФС  в среде (0), 

цитоплазме - 1, митохондриях - 2 и ядре - 3  лимфоидных клеток с переменными ТМП. 
 

          На основе построенной модели провели вычислительный эксперимент на компьютере 
и получили численные решения системы уравнений в виде кинетических кривых х(t) -изме-
нения количества каждого ФС в цитоплазме, митохондриях и ядре клеток. Из сопоставления 
полученных результатов выяснили, что решения наиболее корректны при параметрах моду-
ляции α = 0,3 и β = 0,1, отражающих скорости снижения ТМП в митохондриях и ядре соот-
ветственно. На Рисунке 1 представлены результаты этого вычислительного эксперимента.  
      Как можно видеть, при длительном времени эксперимента, когда мембраны уже деполя-
ризованы, получаются некорректные решения (в отрицательной зоне). Это связано и с неко-
торыми ограничениями, заданными нашей моделью (1). Тем не менее, характер полученных 
кинетических функций свидетельствует о значимости  электрических свойств молекул ФС 
(распределения в них зарядов) и о влиянии ТМП на распределение этих ФС между митохон-
дриями и ядром. На рисунке 1 можно видеть, что  различия проявляются в противоположном 
характере изменения Х(t) при  взаимодействии  ФС с мембранами в митохондриях  (х2) и в 
ядрах  (х3) в первые минуты 
      Из сравнения полученных результатов следует, что диффузия хлорина Е6 происходит 
весьма медленно в цитоплазму и митохондрии, но быстрее через ядерную мембрану с ис-
ходно положительным ТМП, напротив, ДМЕ быстрее проникает в цитоплазму и в митохон-
дрии с отрицательными ТМП. Таким образом, согласно результатам нашего моделирования, 
можно полагать, что  повышение скорости поступления ДМЕ в ЛК по сравнению с кинетикой 
Е6 в экспериментах обусловлено не только повышением  гирофобности ДМЕ за счёт допол-
нительной группы СН, но и  положительным зарядом на азоте в его молекулах [12].  
      Наблюдаемая медленная кинетика хлорина Е6 в клетках in vitro [2,12] согласуется с 
предыдущими нашими исследованиями красной флуоресценции хлорина E6 в опухолевых 
клетках, циркулирующих в крови, которая проявляется только спустя 1 час и более после 
введения Е6 in vivo больному [15]. При этом выявление опухолевых клеток и гистофрагмен-
тов с красной флуоресценцией хлоринов в нативной  крови  возможно только при совместной 
инкубации этой крови с катионным ДСМ in vitro, который замедляет фотодинамическое ту-
шение хлорина Е6, контрастируя зоны его накопления и дополнительно выявляя  клетки с 
активными митохондриями по желтой флуоресценции.   
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Рисунок 2 Лимфобластные клетки в свете флуоресценции зонда -катиона ДСМ (10 мкМ): а ) видны яркие желтые 
активные митохондрии,  б)  после инкубация с  2.4 –ДНФ, бледно-зелёные митохондрии почти не видны, яркая оран-
жевая флуоресценция в ядре. Об. 90Х МИ. 
 
      В связи с нашей задачей и полученными результатами важно отметить информативность 
потенциал-чувствительного ДСМ как молекулярной модели для визуализации распределения 
катионных молекул в клетках и как инструмента-зонда для оценки ТМП  клеток в разных 
состояниях [6,7,10,15].  
      На Рисунке 2 представлены флуоресцентные изображения лимфобластных клеток линии 
МТ4 в свете флуоресценции ДСМ в разных энергетических состояниях. После  инкубации 
клеток в среде с протонофором 2,4-ДНФ [8] происходит деполяризация мембран в митохон-
дриях и ядрах. При этом катионы ДСМ уже не накапливаются в  деэнергизированных мито-
хондриях, но проникают в ядра, утратившие положительный ТМП, где возникает ярко-оран-
жевая флуоресценция ДСМ, связанного с отрицательными фосфатами нуклеотидов [10]. По 
насыщению катионов ДСМ в митохондриях клеток можно оценить исходные ТМП c помо-
щью методики [5,8]  и использовать эти данные для моделирования и прогноза эффективно-
сти аккумуляции заряженных ФС и других противоопухолевых  препаратов в клетках. 
      Таким образом, на основе разработанного нами биофизического подхода гетерогенные 
состояния клеток (в культуре, опухоли или крови) можно охарактеризовать с помощью трёх 
электрических ТМП-ов. Сравнительный анализ наших данных позволяет предположить, что 
сумма этих ТМП в перспективе может быть фундаментальным инвариантом нормы клеток, 
а его изменения энергетическим критерием перехода клеток в разные состояния, включая 
их злокачественную трансформацию при разных воздействиях.  
 
Выводы.  
      Представлена модель кинетики поступления хлориновых ФС в мембранные отсеки в лим-
фоидных клетках в виде 4-х нелинейных дифференциальных уравнений с переменными гра-
диентами электрических полей на мембранах митохондрий и ядра,  которая оказалась инфор-
мативной и достаточно корректной в первые 10-14 минут вычислительного эксперимента.  
      Решения этой системы уравнений, полученные с помощью компьютерной программы, 
указывают на значимость электрических свойств ФС и влияния ТМП на распределение ФС 
между цитоплазмой, митохондриями и ядром, которое проявляется в противоположном ха-
рактере накопления хлориновых Е6 и ДМЕ в этих органеллах.  
      Предполагается, что сумма трёх ТМП-ов, которую можно оценивать по флуоресценции 
зонда ДСМ в клетках, значима как фундаментальный  инвариант для характеристики нормы 
и патологии  различных клеток.  
 
Заключение. Авторы считают, что в данной работе новыми являются следующие положения 
и результаты:  
      Получена оригинальная модель распределения хлориновых ФС в лимфоидных клетках в 
виде нелинейных дифференциальных уравнений с переменными ТМП на  внутренних  мем-
бранах, в которой использована концепция о существовании положительного градиента элек-
трического поля на ядерной мембране. Впервые с помощью вычислительного эксперимента 
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получены численные решения кинетических уравнений для ФС в виде графиков функций, 
демонстрирующих тенденцию в распределении хлориновых ФС между митохондриями и яд-
ром при переменных ТМП.  
       Применение таких моделей в сочетании с потенциал-чувствительным флуоресцентным 
зондом ДСМ перспективно для прогноза эффективности флуорохромов, используемых в он-
кологии  в качестве красителей и терапевтических средств.  
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ПОЛУЧЕНИЕ МОДЕЛЬНОЙ КЛЕТОЧНОЙ ЛИНИИ, ЭКСПРЕССИРУЮЩЕЙ 
НЕЙРОГЛОБИН 
Данная статья посвящена получению и исследованию модельной клеточной линии, экспрес-
сирующей нейроглобин. Получены данные, свидетельствующие в пользу проявления антиа-
поптотических свойств нейроглобином в условиях запуска апоптоза по цитохром C-
зависимому пути. 
Ключевые слова: нейроглобин, цитохром С, апоптоз, HEK293T 
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DEVELOPMENT OF MODEL CELL LINE EXPRESSING NEUROGLOBIN 
This article is devoted to the construction and study of a model cell line expressing neuroglobin. The 
obtained data show the manifestation of anti-apoptotic properties by neuroglobin under conditions 
of apoptosis via the cytochrome C-dependent pathway. 
Keywords: neuroglobin, cytochrome С, apoptosis, HEK293T 
            
 Введение  

Нейроглобин (Ngb) – гемсодержащий белок из семейства глобинов, обладающий 
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нейропротекторной функцией [1, с. 520]. Предполагается, что Ngb способен взаимодейство-
вать с цитохромом С (Cyt С) после транслокации последнего через митохондриальную мем-
брану в цитозоль и тем самым предотвращать участие Cyt C в сборке апоптосомы и, следо-
вательно, запуск апоптоза по внутреннему пути [2, с. 2306; 3, с. 4884]. Однако ни механизмы 
взаимодействия Ngb и Cyt С, ни структура реакционного комплекса Ngb/Cyt С доподлинно 
не известны [4, c. 3]. В рамках исследования механизмов реализации нейропротекторного 
действия Ngb нами получена модельная линия транзиентных клеток HEK293T, продуцирую-
щих Ngb дикого типа (WT) и позволяющая исследовать антиапоптотические свойства Ngb (и 
в дальнейшем – его мутантных вариантов) в условиях окислительного/нитрозативного 
стресса. 

Цель работы – получить модельную клеточную линию, экспрессирующую Ngb и по-
казать антиапоптотическое действие Ngb в условиях запуска апоптоза по внутреннему пути. 

Материалы и методы. Ген Ngb человека был синтезирован из олигонуклеотидных 
праймеров (Eвроген, Россия) и клонирован в вектор pcDNA-Zeo-IRES2-EGFP по сайтам ре-
стрикции Nhe I и BamH I. 

В качестве линии эукариотических клеток для трансфекции вектором pcDNA-Zeo-
Ngb-IRES2-EGFP мы выбрали линию клеток почек эмбриона человека HEK293T (Human 
Embryonic Kidney 293). Клетки HEK293T высевали в 96-луночный планшет (104 кле-
ток/лунку) в 100 мкл среды ДМЕМ и выращивали в течение ночи. При приготовлении ком-
плекса ДНК и трансфицирующего агента использовали бессывороточную среду ДМЕМ/F12. 
Трансфекционный комплекс (10 мкл), содержащий 100 нг/лунку ДНК и трехкратный избыток 
трансфицирующего агента (по протоколам производителей), прикапывали к клеткам на план-
шете и инкубировали в течение 4 ч при 37°С и 5% СО2. Далее меняли ростовую среду и ин-
кубировали клетки в течение ночи.  

Для индукции стресса в трансфицированных клетках HEK293T использовали следую-
щие вещества: трет-бутилгидропероксид (t-BOOH) (Sigma, США) и бензилвиологен дихло-
рид (Bv) (Sigma, США). Индукторы окислительного и нитрозативного стресса добавляли к 
трансфицированным клеточным культурам на планшетах в свежую питательную среду 
ДМЕМ (50 мкл) в диапазоне концентраций от 0,01 до 1 мМ для t-BOOH и от 0,005 до 0,5 мМ 
для Bv. Далее инкубировали планшеты с клеточными культурами в интервале времени от 30 
мин до 18 ч во влажной атмосфере с 5% СО2 при 37°С. Детекцию апоптотических и некро-
тических клеток в культурах, обработанных индукторами окислительного и нитрозативного 
стресса осуществляли с помощью флуоресцентной микроскопии после окрашивания прижиз-
ненными красителями-репортерами аннексином V и йодистым пропидием. Для конъюгации 
с аннексином V (Люмипроб, Россия) использовали производное Кумарина 343, активирован-
ное N-гидроксисукцинимидом (NHS-эфир, AF343, Люмипроб, Россия), реакционноспособ-
ное по отношению к аминогруппам белка.  

По окончании инкубации с индукторами окислительного и/или нитрозативного 
стресса Bv и t-BOOH адгезированные клетки промывали охлаждённым PBS, добавляли в 
лунки буфер для связывания (10 мM HEPES, 140 мM NaCl, 2.5 мM CaCl2, pH 7,4). Затем в 
каждую лунку добавляли 2-5 мкл раствора (0,8 мг/мл) аннексина V-AF343 и инкубировали в 
течение 10-15 мин. После этого добавляли 400 мкл буфера для связывания и 5 мкл йодистого 
пропидия (100 мкМ), после чего вновь инкубировали в течение 5 мин при комнатной темпе-
ратуре в защищенном от света месте.  

Полученные результаты.  
Экспрессия в эукариотических клетках гена Ngb совместно с геном подходящего флу-

оресцентного белка-репортера (например, с геном EGFP) существенно упрощает детекцию и 
отбор трансфицированных клеток, т.е., в конечном счете, детекцию клеток, экспрессирую-
щих Ngb. Поэтому в качестве векторной конструкции для осуществления трансфекции линии 
эукариотических клеток было решено использовать бицистронный вектор (в частности, 
pcDNA-Zeo-IRES2), несущий гены нескольких белков и обеспечивающий коэкспрессию ге-
нов в относительно постоянных стехиометрических соотношениях. В качестве белка-
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репортера экспрессии Ngb в трансфицированных клетках, нами был выбран ген зеленого 
флуоресцентного белка EGFP, клонированный в бицистронный вектор pcDNA-Zeo-IRES2 в 
качестве второго цистрона по сайтам рестрикции EcoR I и Not I. Нами была выбрана клеточ-
ная линия HEK293T, которая отличается простотой культивирования, надежным ростом 
культуры и высокой эффективностью трансфекции (может достигать до 100 %). Перед транс-
фекцией клеток HEK293T целевой конструкцией была выполнена оптимизация протокола с 
использованием бицистронного вектора pcDNA-Zeo-IRES2-EGFP (до клонирования в него 
нейроглобина), несущего ген флуоресцентного белка-репортера EGFP. В качестве трансфи-
цирующих агентов использовали FuGENE (Promega, США), PEI 40K (Servicebio, Китай), 
GenJect-U (Россия). По итогам эксперимента PEI 40K был выбран как наиболее эффективный 
трансфицирующий агент. 

Известно, что программируемая клеточная гибель клеток по цитохром С-зависимому 
(внутреннему) пути может быть активирована в условиях окислительного и/или нитрозатив-
ного стресса, поэтому для индукции стресса в трансфицированных клетках HEK293T исполь-
зовали такие реагенты, как трет-бутилгидропероксид (t-BOOH) и дихлорид бензилвиологен 
(Bv) в различных концентрациях. 

Для детекции апоптотических клеток, после обработки клеточной культуры индукто-
рами  окислительного и нитрозативного стресса нами подобран подходящий флуоресцент-
ный краситель-репортер кумарин 343, конъюгированный с аннексином V. Разработана и оп-
тимизирована методика конъюгирования, и аннексин V, меченый красителем кумарином 343, 
получен в количествах, достаточных для проведения исследований. Подобраны оптимальные 
условия связывания полученного конъюгата, а также йодистого пропидия с клеточными 
культурами, обработанными индуктором апоптоза Bv. 

С помощью флуоресцентной микроскопии окрашенных аннексином V-АF343 и йоди-
стого пропидия клеток показано, что при обработке клеточных культур t-BOOH в низких 
концентрациях (от 0,01 до 0,05 мМ) не наблюдалось никакого эффекта даже в течение 18-20 
ч, тогда как увеличение концентраций до 0,1 и 0,5-1 мМ приводило к появлению большого 
количества мертвых клеток (до 100 %) уже через 30 мин инкубации. При обработке клеточ-
ных культур Bv в концентрациях от 0,1 до 0,5 мМ также наблюдалось массовая гибель клеток, 
однако при снижении концентраций на порядок (от 0,05 до 0, 01 мМ) уже в течение 30 мин 
появлялись апоптотические клетки.  

Таким образом, оптимальными условиями индукции апоптоза в транзиентной клеточ-
ной культуре HEK293T, экспрессирующей нейроглобин, является обработка Bv в концентра-
циях от 0,01 до 0,05 мМ, в течение 30 мин при комнатной температуре. Анализ микрофото-
графий и их наложений позволил нам заключить, что клетки, экспрессирующие Ngb (WT), 
практически не окрашиваются ни аннексином V, конъюгированным с кумарином 343, ни йо-
дистым пропидием. В то же время, среди интактных клеток присутствуют как находящиеся 
в стадиях апоптоза, так и некротические клетки. Это позволяет нам утверждать, что как ми-
нимум в подобранных условиях оксидативного/нитрозативного стресса Ngb обладает антиа-
поптотическими свойствами и оказывает на клетки протекторное действие 

Выводы.  
Таким образом, нами был сконструирован бицистронный вектор pcDNA-Zeo-Ngb-

IRES2-EGFP для трансфекции эукариотических клеток. Подобраны оптимальные условия 
трансфекции клеток линии HEK293T с помощью полученного вектора. Также подобраны оп-
тимальные условия индукции апоптоза в клеточной линии и проведен качественный анализ 
антиапоптотических свойств Ngb (WT) в условиях индуцированного по Cyt С-зависимому 
(внутреннему) пути апоптоза. Показано, что Ngb, экспрессирующийся в клетках транзиент-
ной культуры HEK293T, эффективно предотвращает апоптоз в условиях оксидативного/нит-
розативного стресса. 

Заключение.  
Авторы считают, что в данной работе новыми являются следующие положения и ре-

зультаты: получена модельная клеточная линия, экспрессирующая Ngb (WT), подобраны 
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условия для индукции апоптоза по внутреннему пути, показана антиапоптотическая актив-
ность Ngb в данных условиях. 

Исследование выполнено при поддержке Российского научного фонда (грант № 
22-24-00985). 
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АНАЛИЗ ЭКСПРЕССИИ ГЕНОВ ДЕСАТУРАЗ И ЭЛОНГАЗ У МОЛОДИ (0+) АТЛАН-
ТИЧЕСКОГО ЛОСОСЯ SALMO SALAR L., ВЫРАЩИВАЕМОГО В УСЛОВИЯХ 
АКВАКУЛЬТУРЫ ЮЖНОГО РЕГИОНА 
Проведен анализ относительного уровня экспрессии генов десатураз и элонгаз (fadsd5, 
fadsd6, elovl2, elovl5a), участвующих в биосинтезе длинноцепочечных полиненасыщенных 
жирных кислот, в печени молоди атлантического лосося Salmo salar Linnaeus, 1758, содер-
жащегося при разных режимах освещения и кормления в условиях аквакультуры южного ре-
гиона.  
Ключевые слова: относительный уровень экспрессии генов, атлантический лосось, Salmo 
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ANALYSIS OF GENE EXPRESSION IN ATLANTIC SALMON FINGERLINGS (0+) 
SALMO SALAR L. REARED IN THE AQUACULTURE IN THE SOUTHEN REGION  
The analysis of the relative level of expression of the genes of desaturases and elongases (fadsd5, 
fadsd6, elovl2, elovl5a), involved in the biosynthesis of long-chain polyunsaturated fatty acids, was 
carried out in the liver of juvenile Atlantic salmon Salmo salar Linnaeus 1758, reared under differ-
ent photoperiod and feeding regimes in aquaculture of the southern region.  
Key words: relative gene expression level, Atlantic salmon, Salmo salar L, desaturases, elongases, 
aquaculture 
 
Введение  

Полиненасыщенные жирные кислоты (ПНЖК) играют важную роль в организме лю-
бого позвоночного животного, в том числе рыб, особенно в процессе их раннего развития [1]. 
ПНЖК важны не только как структурные компоненты биомембран, но и как универсальные 
эндогенные биорегуляторы, например, посредством их производных эйкозаноидов, в каче-
стве лигандов транскрипционных факторов и др. [1,2]. Способность к биосинтезу этих ЖК, 
содержащих две и более двойные связи, существенно варьирует у разных видов рыб и во 
многом зависит не только от состава и функций генов ферментов, участвующих в этом про-
цессе, но и дополнительно определяется транскрипционными, посттранскрипционными и 
эпигенетическими регуляторными механизмами, которые в свою очередь модулируются фак-
торами окружающей среды [3].  

Известно, что в отличие от большинства морских рыб, представители пресноводных 
и анадромные рыбы из сем. Лососевые способны к биосинтезу длинноцепочечных ПНЖК 
[1,4]. Последовательные реакции добавления двойной связи и удлинения цепи незаменимых 
линолевой 18:2(n-6) и линоленовой 18:3(n-3) ЖК проходят в организме рыб за счет согласо-
ванного действия ферментов десатураз и элонгаз, обладающих различной активностью и суб-
стратной специфичностью [5]. Среди лососевых рыб биосинтез ПНЖК наиболее изучен у 
атлантического лосося Salmo salar L. и форели Oncorynchus mykiss, которые являются важ-
ными промысловыми объектами ввиду высокого содержания  эссенциальных 20:5(n-3) (ЭПК) 
и 22:6(n-3) (ДГК) ЖК [3]. Однако большая часть исследований посвящена изучению экспрес-
сии генов элонгаз и десатураз в ответ на изменение состава корма лососевых рыб [6-8], тогда 
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как практически отсутствуют данные по влиянию фотопериода и суточного режима питания 
на разных этапах их роста и развития. 

Целью данной работы являлся анализ относительного уровня экспрессии ключевых 
генов (fadsd5, fadsd6, elovl2, elovl5a) элонгаз и десатураз в печени сеголеток атлантического 
лосося, содержащегося при разных режимах освещения и кормления в условиях аквакуль-
туры в ноябре, в период до т.н. “зимнего окна” (воздействие короткого фотопериода с после-
дующим увеличением его продолжительности для соблюдения сезонного фотопериодизма).  
Материалы и методы 

Исследовали сеголеток (0+) атлантического лосося S. salar L., выращиваемого в усло-
виях южного региона на рыбоводном хозяйстве ООО «Остров Аквакультура» (Республика 
Северная Осетия-Алания, Россия). После перехода на экзогенное питание сеголетки были 
помещены в бассейны с непрерывным освещением (24LD) для стимуляции эндогенных ме-
ханизмов, влияющих на ростовые процессы. В августе рыб средней массой 2,3 г пересадили 
в выростные лотки размером 4х1,2 м, объемом 2,5-2,7 м3, в количестве 4900 особей/лоток.  C 
начала сентября их, разделили на три группы по 2 лотка и стали содержать в следующих 
условиях:  

1. «24LD+КК»: режим освещения постоянный (24LD), кормление круглосуточ-
ное (КК);  

2. «ЕстLD+КД»: естественное освещение (ЕстLD), кормление в светлое время су-
ток (с 06:00 до 18:00 в сентябре, с 08:00 до 18:00 в октябре, с 08:00 до 17:00 в ноябре), через 
каждые два часа (КД);  

3. «24LD+КД»: режим освещения постоянный (24LD), кормление только в свет-
лое время суток как у рыб из группы «ЕстLD+КД».  

 
Для молекулярно-генетического анализа в ноябре были отобраны по 5 особей рыб из 

каждой экспериментальной группы («24LD+КК», «ЕстLD+КД», «24LD+КД»). Средняя 
длина для сеголеток экспериментальных групп варьировала в пределах от 11 до 13,3 см, а вес 
от 14,6 до 16,2 г. Образцы печени взвешивали и фиксировали в жидкий азот, хранили при 
температуре -80 оС до начала анализа. С декабря по март дополнительное освещение в экс-
периментальных лотках не применялось (“зимнее окно”).  

Выделение РНК из печени лосося проводили с использованием набора “Extract RNA” 
(Евроген, Россия) в соответствии с протоколом производителя, обратную транскрипцию – с 
применением набора “MMLV RT kit” (Евроген, Россия). Анализ кДНК как матрицу для ПЦР 
в режиме реального времени проводили с использованием системы CFX96 Touch system 
(BioRad, США). Праймеры к исследуемым генам ферментов десатурации и элонгации fadsd5, 
fadsd6, elovl2, elovl5a подобраны на основе данных литературы [9,10], а также с применением 
программы nucleotide BLAST (Basic Local Alignment Search Tool). Амплификацию 3 мкл 
кДНК проводили с использованием 5 мкл набора “5х Реакционная смесь для проведения 
ПЦР-РВ в присутствии интеркалирующего красителя SYBR Green I” (Евроген, Россия). Ин-
кубация проводилась при температуре 95 оС в течение 5 минут и далее 35 циклов: денатура-
ция при 95 оС в течение 20 секунд, отжиг при 60 оС в течение 30 секунд и элонгация при 72 
оС в течение 30 секунд. Ген фактора элонгации 1 (ef1a) был выбран в качестве референсного 
за счет стабильности экспрессии, в том числе в тканях печени и по образцу предыдущих ис-
следований [4,9]. Относительный уровень экспрессии исследуемых генов был подсчитан с 
использованием метода 2-ΔCt [11], где ΔCT – разница между средними значениями порого-
вых циклов для референсного (ef1a) и таргетного генов. Данные выражали в единицах отно-
сительной экспрессии исследуемого гена (у.ед.). Статистическая обработка данных прове-
дена в открытой программируемой среде R. Достоверность различий данных определяли с 
использованием непараметрического критерия Вилкоксона–Манна-Уитни. Различия между 
значениями исследуемых показателей считали достоверными при p≤0,05. Биохимический 
анализ выполнен на базе лаборатории экологической биохимии ИБ КарНЦ РАН с использо-
ванием оборудования ЦКП Федерального исследовательского центра «КарНЦ РАН». 
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Результаты и обсуждение  
Установлен более высокий относительный уровень экспрессии fadsd6 у рыб из групп 

«ЕстLD+КД» (2,0, p=0,012) и «24LD+КД» (2,1, p=0,012), которых кормили в светлое время 
суток, по сравнению со значениями для рыб группы «24LD+КК» (0,2) (Рисунок 1).  

 
 

 
Рисунок 1. Относительный уровень экспрессии (у.ед.) генов fadsd5, fadsd6, elovl2, elovl5a у сеголеток (0+) Salmo salar L, 
выращиваемого при разных режимах освещения и кормления. Цветовое обозначение разных экспериментальных ре-

жимов: синий – «24LD+КК»: режим освещения постоянный, кормление круглосуточное; оранжевый – «ЕстLD+КД»: 
естественное освещение, кормление проводилось в светлое время суток (с 08:00 до 17:00 в ноябре, через каждые два 
часа); серый – «24LD+КД»: режим освещения постоянный (24LD), кормление проводилось только в светлое время 

суток как у рыб из группы «ЕстLD+КД» (КД). 
 

Относительный уровень экспрессии elovl2 у сеголеток лосося из групп «ЕстLD+КД» 
(0,33, p=0,012), так и «24LD+КД» (0,26, p=0,021) был также достоверно выше в сравнении со 
значениями для рыб из группы «24LD+КК» (0,07). Известно, что фермент Δ6 десатураза спо-
собствует биосинтезу 18:4(n-3) ЖК из 18:2(n-6) ЖК, а также длинноцепочечных 24С ЖК, яв-
ляющихся предшественниками в биосинтезе ДГК по пути Шпрехера, тогда как десатураза Δ5 
важна на этапе биосинтеза ЭПК из 20:4(n-3) ЖК [3]. Субстратная специфичность элонгазы 
Elovl2 к ПНЖК с длиной цепи С20 и С22 определяет ее роль в биосинтезе 22:5(n-3) из ЭПК 
и также предшественников биосинтеза ДГК по пути Шпрехера [4]. Полученные по уровню 
экспрессии fadsd6, elovl2 данные согласуются с результатами по ЖК составу триацилглице-
ринов (ТАГ) в печени сеголеток лосося в ноябре, которые показали достоверно более высо-
кий уровень ПНЖК, в том числе за счет 18:4(n-3) и 22:6(n-3), у рыб из группы «ЕстLD+КД» 
по сравнению с «24LD+КК» (21 vs 17% суммы ЖК ТАГ). При этом в сравнении с группой 
«24LD+КД» тенденция сохранялась, но значения достоверно не различались. По значениям 
ЖК ФЛ между экспериментальными группами достоверных различий установлено не было 
[12]. На основе вышеизложенного, а также того, что по размерно-весовым показателям у рыб 
разных групп различий не установлено, можно предположить, что кормление в светлое время 
суток может оказывать влияние на ЖК состав ТАГ, повышая содержание ПНЖК у сеголеток 
лосося в период «до зимнего окна». 

Относительный уровень экспрессии генов fadsd5 у сеголеток лосося из группы 
«24LD+КК» был ниже, чем таковой у рыб из группы «ЕстLD+КД» (0,09 vs 0,23 p=0,02), од-
нако при этом более высокого содержания ЭПК у рыб из «ЕстLD+КД» группы установлено 
не было. Известно, что процесс биосинтеза ПНЖК определяется не только уровнем экспрес-
сии генов, но и активностью самого фермента, что зависит, в том числе, от посттранскрипци-
онных и эпигенетических регуляторных механизмов.  

У лосося разных экспериментальных групп не наблюдалось достоверных вариаций по 
уровню экспрессии elovl5a. Следует отметить, что различий по относительному уровню экс-
прессии исследованных генов у лосося между группами «ЕстLD+КД» и «24LD+КД» также 
не было установлено. 
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Заключение 
Таким образом, исследован относительный уровень экспрессии ключевых генов 

(fadsd5, fadsd6, elovl2, elovl5a) ферментов биосинтеза ПНЖК, элонгаз и десатураз, в печени 
сеголеток атлантического лосося, содержащегося при разных режимах освещения и кормле-
ния в условиях аквакультуры в ноябре, в период до т.н. “зимнего окна”. Авторы считают, что 
в данной работе новыми являются следующие положения и результаты:  

1. Относительный уровень экспрессии fadsd6 у рыб из групп «ЕстLD+КД» и «24LD+КД» 
был выше по сравнению со значениями для рыб группы «24LD+КК» и может быть 
связан с влиянием кормления в светлое время суток сеголеток лосося в течение 3-х 
месяцев от начала эксперимента. 

2. Более высокий уровень экспрессии генов fadsd5 и elovl2 у сеголеток лосося, которых 
кормили в светлое время суток, соотносится с повышением ПНЖК за счет 18:4(n-3) и 
22:6(n-3) ЖК в ТАГ в печени у рыб из этих групп. 

3. Относительный уровень экспрессии elovl5a в печени сеголеток лосося не показал до-
стоверных различий между экспериментальными группами. 
 
Таким образом, результаты исследования свидетельствуют о различиях в относитель-

ном уровне экспрессии генов десатураз и элонгаз (fadsd5, fadsd6, elovl2) у сеголеток атланти-
ческого лосося из разных экспериментальных групп. Полученные данные позволяют глубже 
понять адаптивные процессы на уровне липидного обмена в организме молоди атлантиче-
ского лосося в процессе его роста и развития при действии разных факторов окружающей 
среды. Кроме того, результаты исследования могут быть использованы для разработки моди-
фикаций протоколов технологии выращивания S. salar в условиях аквакультуры с целью по-
лучения высококачественной товарной продукции. 

Работа проведена в рамках проекта Российского научного фонда № 19-14-00081-П 
“Влияние физических факторов на эффективность искусственного (заводского) воспро-
изводства молоди атлантического лосося Salmo salar: физиолого-биохимическая и моле-
кулярно-генетическая характеристика”, а также частично в рамках государственного 
задания КарНЦ РАН FMEN-2022-0006. 
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ИНГИБИРОВАНИЕ СВОБОДНОРАДИКАЛЬНЫХ ПРОЦЕССОВ  
СЕЛЕНООРГАНИЧЕСКИМ ПРЕПАРАТОМ ДАФС-25 
В статье обсуждаются процессы образования свободных радикалов и их влияние на биоло-
гические вещества и на селенорганическое соединение 1,5-дифенил-3-селенпентадион-1,5 
(ДАФС-25). Представлены оригинальные спектрофотометрические исследования, которые 
показали эффективную работу ДАФС-25, как ингибитора свободных радикалов.  
Ключевые слова: биохимия, свободные радикалы, ингибитор, антиоксиданты, селен, спек-
трофотометрия. 

 
 D. D. Bartsev. Y. V. Borodulin  

Institute of Fine Chemical technologies  
named after M.V. Lomonosov, RTU MIREA 

 
INHIBITION OF FREE RADICAL PROCESSES BY ORGANOSELENIUM PREPARA-
TION DAFS-25 
The article are discussed the processes of free radical formation and their effect on biological sub-
stances and on the organic selenium compound 1,5-diphenyl-3-selenpentadion-1,5 (DAFS-25). The 
original spectrophotometric studies are presented, which have shown the effective work of DAFS-
25 as a free radical inhibitor. 
Keywords: biochemistry, free radicals, inhibitor, antioxidants, selenium, spectrophotometry. 

 
Введение   
В медицинской практике широкое применение в качестве средств профилактики и лечения 

злокачественных новообразований находят препараты, обладающие антиоксидантным дей-
ствием. Среди современных антиоксидантов наибольший интерес представляют селенсодер-
жащие препараты, к которым относится 1,5-дифенил-3-селенпентадион-1,5 (ДАФС-25) 
(рис.1). В научных источниках отмечается взаимосвязь между регионами с дефицитом селена 
и высоким уровнем развития онкологических заболеваний жителей этой местности. [1] 

 
Рис.1 – Структурная формула 1,5-дифенил-3-селенпентадиона-1,5 (ДАФС-25) 

 
Примерно 75 % повреждений ДНК происходят из-за взаимодействия с короткоживущими 

свободными радикалами. Они могут вызвать изменение генома, а также повышать экспрес-
сию протоонкогенов, что впоследствии приведёт к развитию опухолевых процессов. [2] 

В данной работе генерирование свободных радикалов осуществляется за счёт использова-
ния реакции Фентона. В ходе образуется сильный окислитель - ОН• (гидроксильный ради-
кал), вследствие взаимодействия перекиси водорода и катионов двухвалентного железа. Дан-
ная смесь получила название «реактив Фентона». [3]  

Как известно, железо – это основа гемоглобина, а перекись водорода участвует во всех 
главных биоорганических процессах - метаболизме белков, углеводов и жиров, образовании 
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витаминов и минеральных солей и иммунной защите организма. Таким образом, данная ре-
акция моделирует развитие окислительного стресса организма, что позволяет интерпретиро-
вать полученные результаты как опыты в реальных биологических системах. [4] 

Актуальность данной работы состоит в установлении способности ДАФС-25 к ингиби-
рованию свободных радикалов, образующихся в ходе реакции Фентона, а также показать зна-
чимость дальнейших исследований в данной области в целях развития медицины и общей 
профилактики здоровья. 

Цель работы – выявить ингибирующую способность ДАФС-25 по отношению к свобод-
ным радикалам, образующихся в ходе реакции Фентона. 

Материалы и методы 
Исследования проводились на спектрофотометр ПЭ-5400 УФ с использованием кварцевой 

кюветы с толщиной слоя 10 мм.  
Условия измерений: диапазон длин волн – 250-600 нм (область отклика витамина В12); 

шаг измерений – 1 нм;фоновый раствор – смесь дистиллированной воды и ацетонитрила (в 
соотношении 50:50). 

Реактивы: Раствор витамина В12. Рабочая концентрация в кювете – 5*10(-5) моль/л; 
Раствор ДАФС-25. Рабочая концентрация в кювете – 5*10(-5) моль/л; Вода дистиллированная. 
Смесь Фентона: - раствор сульфата железа (II) FeSO4 (концентрация в кювете – 5*10(-4) 
моль/л); - раствор пероксида водорода H2O2 (концентрация в кювете – 7,8*10(-4) моль/л). 
     ДАФС-25 был приготовлен из навески 0,0792 г лекарственного препарата «Селенобел». 
Полученный раствор разбавили в 100 раз, из которого 40 мкл добавляли в кювету и прово-
дили спектрофотометрические исследования. 
 

Экспериментальный протокол: в кварцевую кювету добавляем по 40 мкл витамина В12 
и ДАФС-25; затем делаем добавку раствора железа 20 мкл; вносим 40 мкл раствора пероксида 
водорода; оставляем раствор на 5 минут, чтобы реакция Фентона прошла до конца; доводим 
раствор фоновой смесью (вода и ацетонитрил) до рабочего объёма кюветы (4 мл). 
 

Полученные результаты 

 
Рис.2 – Результаты спектрофотометрического исследования: В12- спектр исходного витамина В12; ДАФС – 25 

– спектр исходного препарата; В12 (Фентон) – спектральная картина после проведения реакции Фентона в среде, 
содержащей витамин В12; (В12 + ДАФС-25 + реактив Фентона) - спектральная картина после проведения реакции 

Фентона в среде, содержащей витамин В12 и препарат ДАФС-25. 

Обнаружены незначительные (около 15% от исходных максимумов поглощения) гипо-
хромные сдвиги в полосах поглощения на максимумах длин волн 361 и 551 нм витамина В12 
в растворе в присутствии ДАФС-25 в отличие от раствора, содержащего только витамин В12 
в условиях проведения реакции Фентона (рис.2). 
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При реакции Фентона происходило изменение ярко-розовой окраски раствора витамина 
В12 в оранжевую, что указывает на существенную перестройку структуры молекулы. В то 
же время, при добавлении ДАФС-25 и последующего проведения реакции Фентона измене-
ния окраски не наблюдалось. 

Выводы 
ДАФС-25 обладает антиоксидантными свойствами, вероятно, из-за присутствия селена, 

входящего в состав данного соединения. 
Заключение  
Авторы считают, что в данной работе новыми являются следующие положения и резуль-

таты: впервые в модельном эксперименте показано защитное действие селенорганического 
препарата от повреждения свободными гидроксильными радикалами, образующимися при 
реакции Фентона, витамина В12. Эти данные имеют существенное значение для дальнейших 
исследований в области радиобиологии и медицины, а также для разработки новых соедине-
ний, обладающих радиопротекторным и антиоксидантным действием.  
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ИЗУЧЕНИЕ КАЛЬЦИЙ-СВЯЗЫВАЮЩЕГО ДЕЙСТВИЯ 1,5-ДИФЕНИЛ-3-СЕЛЕН-
ПЕНТАНДИОНА-1,5 (ДАФС-25) 
В водном растворе «ДАФС – хлорид кальция», вероятнее всего, образуются, как минимум, 
два типа комплексов при наличии одной изобестической точки: происходит димеризация 
молекул ДАФС и одновременное комплексообразование ДАФС с кальцием через карбонильные 
группы. 
Ключевые слова: селен, ДАФС-25, кальций-связывающее действие. 
 

 P. I. Guselnikov, N. A. Dontsenko, Y. V. Borodulin 
«MIREA—Russian Technological University»,  

Lomonosov Institute of Fine Chemical Technologies 
 
STUDY OF THE CALCIUM-BINDING EFFECT OF THE 1,5-DIPHENYL-3-SELENPEN-
TANDION-1,5 (DAPS-25) 
In an aqueous solution of “DAPS – calcium chloride”, at least two types of complexes are most 
likely formed in the presence of one isosbestic point: dimerization of DAPS molecules occurs and 
simultaneous complexation of DAPS with calcium through carbonyl groups occurs. 
Keywords: selenium, DAPS-25, calcium-binding effect. 

 
Введение 
Нарушения в свертывающей системе крови и повышенное тромбообразование явля-

ются наиболее частыми причинами инфаркта миокарда (ИМ) и внезапной коронарной смерти 
[1]. Важным фактором риска сердечно-сосудистой патологии является артериальная гипер-
тензия (АГ). В этой связи для лечения и профилактики АГ и ИМ применяют прямые и непря-
мые антикоагулянты, антагонисты кальциевых каналов [2, 3]. Прямые антикоагулянты, по-
лучившие название «антагонистов кальция», способны блокировать медленные кальциевые 
каналы, препятствуя транспорту ионов кальция в гладкомышечные клетки (ГМК), благодаря 
чему они обладают гипотензивным эффектом и снижают частоту сердечно–сосудистых 
осложнений – ИМ, ишемической болезни сердца (ИБС), мозгового инсульта и сердечно–со-
судистой смертности [4]. 

Антагонисты кальция обладают такими клинически значимыми эффектами, как гипо-
тензивный, антиангинальный и антиаритмический эффекты. Более того, для некоторых анта-
гонистов кальция установлены антиоксидантные и антисклеротические свойства, усиливаю-
щие их действие при сердечно-сосудистых заболеваниях. В совокупности все описанные 
свойства определяют применение антагонистов кальция при АГ и различных формах ИБС 
[3,4].  

Однако наряду с противоишемическими препаратами пациентам, страдающим ССЗ, 
следует рекомендовать поливитаминные комплексы и микроэлементы. Чрезвычайно важным 
микроэлементом в рационе человека является селен [5]. Учитывая, что большинство регио-
нов России являются селенодефицитными, большую актуальность приобретает поиск эффек-
тивных и нетоксичных форм селена, способных сбалансировать процессы свободнорадикаль-
ного окисления и функционирование антиоксидантной системы в тканях. 

Одним из перспективных селенорганических соединений в России является арилали-
фатический дикетон ДАФС (1,5-дифенил-3-селенапентандион-1,5), который имеет черты 
сходства с верапамилом и нифепидином и, вероятно, также способно взаимодействовать с 
ионами кальция. На рис. 1 представлена структура ДАФС. 
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Рис. 1. Структурная формула диацетофенонилселенида. 

 
Цель работы 
Изучение взаимодействия селенорганического соединения ДАФС с ионами кальция. 
Материалы и методы 
Спектры поглощения были записаны на спектрофотометре ПЭ-5400 УФ в области 

длин волн от 190 нм до 340 нм с шагом 1 нм с использованием кварцевой кюветы с длиной 
10 мм на фоне дистиллированной воды. 

Источником ДАФС служил лекарственный препарат «Селенобел» (РУП «Белмедпре-
параты»). Навеска этого вещества массой 0,01 г была растворена в 10 мл ацетонитрила (ХЧ, 
Экос-1), после чего было взято 0,04 мл этого раствора и добавлено в кювету с 5 мл дистилли-
рованной воды и измерен спектр поглощения. 

Для взаимодействия ионов кальция с ДАФС был выбран 0,1 М раствор CaCl2, приго-
товленный путем растворения 0,0555 г в 5 мл дистиллированной воды. 

Изменение спектров поглощения исследовалось при последовательном добавлении 
0,1 М CaCl2 в кювету с раствором, приготовленным ранее, следующих объемов: первый – 
0,12 мл, второй – 0,12 мл, третий – 0,24 мл, четвертый – 0,48 мл. 

Квантовохимические расчёты были проведены в программе Gaussian 09 [6] на уровне 
PBE0/6-31+G(d,p). Визуализация структур была осуществлена в программе Avogadro [7].  

 
Полученные результаты 
 

 
Рис. 2. Изменение спектров поглощения ДАФС при взаимодействии с CaCl2, черный – без CaCl2, красный – 

0,12 мл 0,1 М CaCl2, оранжевый – 0,24 мл 0,1 М CaCl2, синий – 0,48 мл 0,1 М CaCl2, фиолетовый – 0,96 мл 0,1 М CaCl2. 
 
На спектрах поглощения растворов ДАФС и растворов ДАФС с различным содержа-

нием хлорида кальция присутствует максимум полосы поглощения с длиной волны 248 нм, 
соответствующий π→π* переходу. Его интенсивность уменьшается с добавлением раствора 
хлорида кальция. 

Вид спектра диацетофенонилселенида сохраняется, что указывает на сохранение в це-
лом структуры этого вещества. В то же время наблюдается изобестическая точка на 203 нм. 

Изобестические точки – это точки равной амплитуды при данной длине волны, кото-
рые появляются при наложении двух или большего числа спектров системы, полученных при 
разных концентрациях.  
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Квантовохимические расчеты указывают на возможность существования ДАФС-25 в 
виде димера. Для упрощения брался серный аналог диацетофенонилселенида – диацетофе-
нонилсульфид (далее DAPS’). 

 

 
Рис. 3. Структура DAPS’. 

 
Рис. 4. Структура (DAPS’)2. 

 
Табл. 1. Электронные энергии компонентов реакции 2DAPS’ = (DAPS’)2. 

 

 
 
Выводы 
В водном растворе «ДАФС – хлорид кальция», вероятнее всего, образуются, как ми-

нимум, два типа комплексов при наличии одной изобестической точки: происходит димери-
зация молекул ДАФС и одновременное комплексообразование ДАФС с кальцием через кар-
бонильные группы. 

Заключение 
Авторы считают, что в данной работе новыми являются следующие положения и ре-

зультаты: сохранение вида спектра свидетельствует о сохранении в целом структуры ДАФС, 
изобестическая точка вероятнее всего указывает на равновесия между двумя или более фор-
мами вещества, в том числе с участием ионов кальция.  

Следует отметить, что изобестическая точка, как правило, указывает на равновесное 
состояние как минимум двух форм вещества в растворе. К подобным формам можно отнести 
мономерную и димерную конформацию соединения в растворе или мономерную конфигура-
цию соединения, находящуюся в равновесии с комплексом, образованным мономерной фор-
мой и ионами кальция, которые координируются по карбонильным группам ДАФС.  

Следует обратить внимание на следующие факты: во-первых, квантовохимические 
расчеты указывают на возможность существования ДАФС-25 в виде гидрофобного димера, 
что подтверждается выигрышем по энергии, вероятно, за счет ван-дер-вальсовых контактов, 
во-вторых, присутствие в структуре молекулы бензольных колец будет способствовать фор-
мированию димерных структур при добавлении в раствор избыточного количества хлорида 
кальция, участвующего в формировании водных кластеров. 
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ENSURING OF PHYSICAL AND TECHNICAL PARAMETERS OF A PROTON 
THERAPY COMPLEX BASED ON SC-1000 
The article presents the key measures carried out at the NRC "Kurchatov Institute"– PNPI 
aimed at ensuring the quality of physical and technical preparation for stereotactic radiation 
therapy with protons of the SC-1000 accelerator. 
Keywords: physical and technical measures in radiation therapy, proton radiotherapy, stereo-
tactic irradiation. 
 

Введение.  
В протонной терапии, как правило, используемые энергии варьируются от 60 до 

250 МэВ. Протоны обладают максимальной поражающей способностью только в конце 
своего пробега: энергия выделяется при попадании пучка в целевую область и не выхо-
дит за её пределы.  

Медицинский протонный комплекс, который находится на территории НИЦ 
«Курчатовский институт» – ПИЯФ (г. Гатчина), настроен на стереотаксическое облуче-
ние одной фракцией заболеваний внутри головы узким пучком протонов (от 5 до 10 мм 
в диаметре в зависимости от облучаемой области) с фиксированной энергией 1000 МэВ 
(массовая тормозная способность воды на столкновения для протонов составляет 2,222 
МэВ∙см2∙г-1 [1]) методом напролёт (пучок проходит, не останавливаясь в теле пациента). 
Метод лечения особенно эффективен при доброкачественных или злокачественных опу-
холях и артериовенозных мальформациях головного мозга. При этом, как в случае с 
гамма-ножом, стереотаксическая рама не применяется. Используется жёстко фиксирую-
щая голову индивидуальная термопластичная маска.  

Идея методики облучения основана на слабом рассеянии высокоэнергетического 
пучка и одинаковых энергетических потерях на входе и выходе из объекта облучения. 
Дозовое распределение имеет высокие краевые градиенты [2]. Пучок излучения направ-
ляется в изоцентр – фиксированную точку дозового максимума, в которой размещён па-
тологический очаг, под разными углами (двухосевые вращения установки), и радиаци-
онные поля уничтожают целевой объём, не повреждая критические структуры. Риск 
осложнений при такой протонной терапии минимален [3]. Для случая облучения гипо-
физа организм плавно адаптируется к изменениям гормонального фона; детородная 
функция сохраняется.  

На сегодняшний день в России протонная терапия проводится в Центре МИБС (г. 
Санкт-Петербург; оборудование Varian Systems), в ФНКЦРиО ФМБА (г. Димитровград; 
циклотрон C235 фирмы IBA с привлечением технологий ОИЯИ) и в Центре протонной 
терапии на базе комплекса «Прометеус» в МРНЦ им. Цыба – филиале НМИЦ 
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радиологии (г. Обнинск; разработка ФИАН, производство АО «Протом»). Лечение на 
протонном комплексе, расположенном в ПИЯФ (синхроциклотрон СЦ-1000), которое с 
1975 по 2013 год проводилось в сотрудничестве с РНЦРХТ им. ак. А.М. Гранова, было 
приостановлено в 2013 году в соответствии с новыми положениями, предписывающими 
использование только зарегистрированных медицинских изделий. В 2024 году клиниче-
ские испытания установки завершились; регистрационное удостоверение Рос-
здравнадзора получено в марте.  

Необходимо обеспечивать качественное облучение патологического объёма с ми-
нимальным повреждением здоровых структур. Точность и правильность лечения радиа-
цией важны для обеспечения терапевтической эффективности. Сложность технологии 
лечения требует проведения специализированных систематических проверок и рабочих 
процедур для обеспечения качества. Гарантия качества заключается в реализации струк-
турированных действий для поддержания высокого качества лечения. К основным зада-
чам программы мероприятий контроля качества относятся: обеспечение безопасного и 
качественного облучения «мишеней», повышение точности корреляции дозы, подведе-
ние необходимой тумороцидной дозы; формирование необходимого размера пучка в за-
висимости от параметров мишени; сведение к возможному минимуму дозовой нагрузки 
на нормальные структуры; обеспечение надёжности; повышение терапевтической эф-
фективности. 

Цель работы.  
Цель данной работы – описать рабочий цикл подготовки оборудования и про-

верки систем протонного комплекса, поскольку особенности ускорителя СЦ-1000 и уста-
новки  
(рис. 1), нестандартной методики ротационного облучения уникальны [4]. Информацию 
из опубликованных рекомендаций для медицинских физиков, в которых даётся доста-
точно подробная информация для стандартных установок и традиционных пучков клас-
сических энергий, необходимо адаптировать для конкретного данного случая.  

 

 

1 – лечебный стол (ЛС); 2 – дека ЛС; 3 – прибор-фик-
сатор головы (ПФГ); 4 – приводы перемещения ПФГ 
по осям X и Y; 5 – стойка привода ПФГ; 6 – коро-
мысло для вращения рентгеновского центратора; 7 – 
рентгеновская трубка; 8 – детектор рентгеновского 
излучения.  
 
ПФГ может совершать маятниковые движения во-
круг оси X на угол до ±36° либо одновременно, либо 
поочерёдно с движениями лечебного стола. ЛС мо-
жет вращаться вокруг оси Z в диапазоне до ±40°. При 
выборе параметров движения опираются на прото-
кол дозиметрического планирования и клинический 
план лечения. При любых поворотах ЛС и ПФГ объ-
ект, расположенный в изоцентре, остаётся непо-
движным. 

Рис. 1. Терапевтическая установка  
 

Материалы и методы.  
Основу протонного комплекса составляют: стереотаксическая система простран-

ственного позиционирования, автоматизированное рабочее место (АРМ) врача с про-
граммным обеспечением системы верификации пациента, АРМ оператора с программой 
управления установкой, пульт ручного управления установкой, устройства для фиксации 
головы, аппаратно-программный комплекс системы планирования терапии с программ-
ным обеспечением ProtoPlan, фантом-имитатор изоцентра, дозиметрические фантомы и 
технологическое устройство. Комплекс представлен системами вывода, фокусировки, 
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пространственной регистрации и детектирования пучка, системами мониторирования и 
контроля дозы, системами управления (магнитными элементами и параметрами пучка, 
перемещениями терапевтической установки), системами рентгеновской центрации 
(рентгеновская трубка и плоскопанельный детектор) и системами обеспечения безопас-
ности (аварийная защита, блокировка пучка, голосовая связь и видеонаблюдение за па-
циентом).  

Описание процесса и получаемые результаты.  
В результатах приводятся ключевые физико-технические мероприятия от подго-

товки оборудования до протоколирования облучения. Их условно можно разделить на 
шесть этапов: 1) диагностика оборудования и систем протонного комплекса, 2) контроль 
качества пучка, 3) юстировка терапевтической установки (контроль позиционирования), 
4) дозиметрическое обеспечение (мониторирование и контроль дозы), 5) планирование 
лечения и верификация плана, 6) контроль и протоколирование процесса облучения. 

На первом этапе проводится диагностика оборудования и проверка работы аппа-
ратуры и всех систем протонного комплекса: в частности, проверяется, что высокое 
напряжение поступает к детектирующим пучок системам, сигналы поступают на управ-
ляющий компьютер, обеспечивается работоспособность всех перемещений элементов 
установки, проверяется соединение и работоспособность блоков преобразователей циф-
ровых сигналов, систем блокировки пучка.  

После оценивается форма и распределение плотности пучка по сечению, опреде-
ляются размеры пучка. Процедуры осуществляются по двум независимым каналам: двум 
профилометрам, которые определяют положение пучка в пространстве, и двум иониза-
ционным камерам-мониторам, которые помогают контролировать интенсивность пучка, 
поток ионизирующих частиц, распределение плотности. Вместе с тем для работ исполь-
зуется фотобумага. Для проверки на сходимость пучок сканируется полупроводниковым 
сканером. Окончательная настройка режимов магнитных элементов выполняется, когда 
пучок симметричный, подчиняется закону распределения Гаусса, размер пучка в месте 
облучения определен согласно предписаниям врача с точностью ± 0,5 мм.  

На третьем этапе проводится проверка положения изоцентра установки и выстав-
ление оси пучка на изоцентр. Инструменты при юстировочных работах – это рентгенов-
ский центратор, который работает в режиме рентгенографии и рентгеноскопии (исполь-
зуется, когда запущены движения деки ЛС и ПФГ) в прямой и боковой проекциях и спе-
циальный фантом с рентгеноконтрастной меткой (рис. 2), нивелир и лазерная система, с 
помощью которых сперва определяется изоцентр, а затем перепроверяется и подтвер-
ждается стабильность положения метки фантома, соответственно, стабильность изоцен-
тра. Для выставления траектории протонного пучка на изоцентр на установку крепится 
технологическое устройство со спаренными рентгеноконтрастными перекрестиями (рис. 
3). По окончании юстировки (когда положение изоцентра настроено, перекрестия рент-
геновского детектора совпадают с меткой фантома в обоих проекциях, при ротации уста-
новки при рентгеноскопии точка никуда не сдвигается, с помощью технологического 
устройства подтверждено, что траектория протонного пучка выставлена на изоцентр) по-
ложения стола и ПФГ устанавливаются как исходные. В центре облучения делается кон-
трольный снимок. Проводится сканирование пучка (рис. 5) в изоцентре и со сдвигом на 
15 см влево и вправо вдоль центральной оси пучка. Выполняется окончательная под-
стройка токов в магнитных элементах, формирующих пучок. Пучок сканируется после 
каждой подстройки.  

Затем осуществляется привязка мониторных единиц (числа импульсов камеры-
монитора дозы) и единиц поглощённой дозы, для которой используются 2 ионизацион-
ные камеры-мониторы дозы, дозиметрический фантом с отверстием для шланговой ка-
меры (рис. 4) и клинический дозиметр с набором шланговых ионизационных камер. Это 
основные инструменты, обеспечивающие дозиметрический контроль. Для проверки при-
вязки к дозе используется капсула с термолюминесцентными дозиметрами (ТЛД) из 
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фтористого лития (плотность 2,3 г/см3, средневзвешенное номеров компонентов мате-
риала 8,14, что близко к эффективному атомному номеру у биологической ткани – 7,4). 
Детекторы обладают высокой чувствительностью, не зависящей от интенсивности излу-
чения. Методика работы следующая. Фантом центрируется и в отверстие, находящееся 
в изоцентре, вводится шланговая ионизационная камера. Задаётся интенсивность пучка, 
по клиническому дозиметру пять раз отпускается 2 Гр. По программе управления каж-
дый раз определяется соответствующее отпущенной дозе число протонов, прошедших 
через ионизационные камеры-мониторы в единицу времени. Вычисляется среднее число 
импульсов дозы на 1 Гр. Для проверки в отверстие фантома вместе со шланговой каме-
рой помещается капсула с шестью термолюминесцентными дозиметрами и по рассчи-
танным мониторным единицам отпускается 2 Гр. Усреднённые результаты ТЛД сопо-
ставляют с отпущенной дозой. В результате процесса число импульсов камеры-монитора 
дозы соотносится с единицами поглощённой дозы, и относительная погрешность изме-
рения не превышает 5%. 

   
Рис. 2. Фантом – имита-

тор изоцентра 
Рис. 3. Технологическое устройство для 

проверки траектории пучка 
Рис. 4. Дозиметриче-
ский фантом со шлан-
говой ионизационной 

камерой 
На этапе дозно-анатомического планирования в программу загружают изображе-

ния медицинской интроскопии, устанавливают соответствие между системами коорди-
нат диагностического аппарата и терапевтической установки. Зарегистрированная в 2021 
году система планирования ProtoPlan [5] поддерживает DICOM-файлы с контурным 
отображением анатомических структур, созданных сторонними программами, но также 
имеет инструменты для обработки диагностических изображений и поддержки сегмен-
тации структур, редактирования созданных контуров, добавления маркеров интереса. 
Поэтому если не загружали изображения с завершённой клинической топометрией, 
сперва оконтуривают целевые объёмы и сегментируют структуры зоны интереса. Следу-
ющий шаг – дозиметрическое планирование, во время которого обозначают изоцентр 
(как правило, в центре объёма или центре масс облучаемой зоны), вводят предписанные 
условия облучения, получают дозное распределение, средние, медианные и предельные 
дозы на целевые объёмы, анализируют, выбирают лучшую конфигурацию технических 
параметров, чтобы достигались все поставленные цели лучевой терапии. Дозиметриче-
ское планирование лечения и верификация планов до ProtoPlan не являлись компьюте-
ризированными и для предлучевой подготовки выполнялись вручную. Цифровая си-
стема планирования разработана на этапе модернизации протонного комплекса. Про-
грамма апробирована, но это инновация, и клинический опыт пока предстоит получить. 

В результате дозно-анатомического планирования получается прогнозируемое 
дозное распределение (рис. 6), определяются оптимальные параметры пучка (размер, ин-
тенсивность) и наилучшая конфигурация технических параметров установки (скорость 
ротации, углы) для достижения поставленных целей лучевой терапии, средние и пре-
дельные дозы облучения (абсолютная доза в изоцентре и минимальная на структуры об-
ласти интереса), по гистограммам «доза-объём» проводится оценка распределения дозы 
и покрытия сегментированных структур изодозными кривыми. План утверждается 
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врачом, протоколируется и отправляется на управляющий компьютер. Для верификации 
плана выполняется симуляция терапии. В роли пациента выступает тканеэквивалентный 
фантом с матрицей дозиметрических детекторов (ТЛД). Данные реального облучения 
сравниваются с данными системы планирования. Если расхождение между эксперимен-
тальными и смоделированными данными находится в пределах предписаний врача на 
структуры зон интереса, можно приступать к облучению пациента, иначе необходимо 
проверить каждый шаг рабочего цикла и заново верифицировать план. Точность в центре 
целевого объёма с расстоянием до точки совпадения 3 мм не превышает 5%. 

 

  
Рис. 5. Результат сканирования пучка Рис. 6. Окно системы планирования 

 
Контролируется процесс облучения в программе управления. В ней отобража-

ются данные со всех детекторов, а также посредством неё осуществляется настройка па-
раметров установки для протонной терапии, установление и контроль параметров пучка. 
Данные от ионизационных камер и профилометров отображаются в журнале действий 
программы. Имеется возможность автоматически или вручную прерывать облучение, 
например, если отклонились параметры пучка от заданных (размер, положение), или от-
казал хотя бы один из каналов измерения. По итогам облучения составляется протокол.  

Выводы.  
Таким образом, мероприятия по обеспечению качества физико-технических пара-

метров протонного комплекса охватывают весь процесс лечения и помогают оптимизи-
ровать его, снизить побочные эффекты для пациентов, обеспечивают высокие резуль-
таты для точности измерений, качества пучка, точности позиционирования, точности от-
пуска дозы, дозно-анатомического планирования, симуляции лечения и проверки рас-
пределения прогнозируемой дозы, контроля процесса облучения.  

Размер пучка в месте облучения определяется с точностью ± 0,5 мм. Число им-
пульсов камеры-монитора дозы соотносится с единицами поглощённой дозы с погреш-
ностью, не превышающей 5%. Точность в центре целевого объёма с расстоянием до 
точки совпадения 3 мм не превышает 5%, что не противоречит требованиям [6]. Таким 
образом, результаты проводимых процедур не противоречат международным рекомен-
дациям [7]. Для обеспечения прецизионного наведения пучка на мишень мероприятия 
проводятся перед каждым сеансом, что впоследствии гарантирует эффективные резуль-
таты лечения, при этом безопасные и надёжные.  

Заключение.  
Метод стереотаксического облучения требует высокой ответственности, преци-

зионности и точности. Физико-техническая составляющая подразумевает освоение но-
вой техники, ввод в эксплуатацию, контроль стабильности работы оборудования и аппа-
ратуры, техническое обслуживание, калибровку и поверку дозиметрических приборов, 
клиническую дозиметрию, цифровое дозно-анатомическое планирование, верификацию 
плана лечения, контроль качества систем визуализации, позиционирования и иммобили-
зации, контроль отпуска дозы пациентам и реализации облучения, мероприятия по пре-
дупреждению аварий и их ликвидаций, радиационную безопасность, оценку реализации 
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облучения.  
Проводимые мероприятия сформированы с учётом особенностей работы меди-

цинского протонного комплекса и на основании накопленного клинического опыта, и не 
противоречат изложенным в публикациях Американской ассоциации медицинских фи-
зиков (https://www.aapm.org/pubs/reports/) и Международного агентства по атомной энер-
гии (https://www.iaea.org/publications) рекомендациям, которые подходят для данного 
способа лечения. Набор процедур, осуществляющих диагностику и контроль качества 
устройств, компонентов и систем протонного комплекса, выполняется перед каждым се-
ансом, что обеспечивает высокую точность наведения пучка излучения на облучаемый 
целевой объём и надёжность, высокий терапевтический эффект. 
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Обосновано применение безопасного волоконно-оптического сканера в системах диагно-
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CLINICAL USE OF A FIBER OPTIC SCANNER 
The use of a safe fiber-optic scanner in diagnostic systems of maxillofacial pathologies for the 
formation of a plastic model of the relief of the patient's palate and dentition is justified.  
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Введение  

Получение модели зубного ряда считается стандартной, обыденной, но необходи-
мой и достаточно важной процедурой в стоматологической практике. Манипуляция 
должна выполняться качественно, с особым вниманием к деталям для точного и надеж-
ного воспроизведения анатомических структур полости рта. Кроме того, не стоит забы-
вать о соблюдении норм биологической безопасности при дезинфекции. Для хранения 
гипсовых моделей требуется определенное пространство (полки, шкафы, коробки) и бла-
гоприятные условия для длительного хранения и предотвращения поломки гипса, чтобы 
исключить искажение и/или потерю объективных данных обследования пациента [1]. 

Современные методики получения модели зубного ряда исключают применение 
классического оттиска и имеют ряд преимуществ перед обычными гипсовыми моделями 
[2].  

Использование волоконно-оптических систем (ВОС) в медицине перспективно и 
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имеет ряд преимуществ по сравнению с традиционными электрическими системами [3]. 
Во-первых, это безопасность применения, которая обеспечивается отсутствием электри-
ческих измерительных приборов в контакте с пациентом. Во-вторых, есть возможность 
использовать несколько ВОС одновременно без ущерба их функциональности, ввиду от-
сутствия проблем с электромагнитной совместимостью в диапазоне оптического спек-
тра.  

Для получения цифровых моделей зубов разработаны внутриротовые сканеры, 
которые регистрируют изображение зубного ряда непосредственно в полости рта паци-
ента, позволяют получать модели без снятия слепков, что сокращает время для диагно-
стических приемов пациента [4,5].  

Времени, необходимого для проведения внутриротового сканирования, требуется 
меньше, чем для обычного снятия слепков. Перенос слепка в зуботехническую лабора-
торию, заливка модели требуют определенного количества времени. Кроме того, в сово-
купности процесс прямого внутриротового сканирования более удобен и снижает вре-
менные затраты пациента. Кроме того, время сканирования и качество детализации по-
стоянно улучшаются с появлением новых версий внутриротовых сканеров [6]. 

Авторами разработано устройство – волоконно-оптический сканер для определе-
ния размеров и конфигурации неба [7] (рисунок 1).  

 
Рисунок 1 – Упрощенное конструктивное исполнение волоконно-оптического сканера [6] 

 

Волоконно-оптический сканер содержит основание 1, в котором на расстоянии 
ΔХ друг от друга выполнены n-направляющих в виде впадин 2 глубиной h и шириной b, 
в которых поочередно перемещается корпус 3, внутри которого расположена оптическая 
система в виде подводящего 4 и отводящего 5 оптических волокон. Первые торцы опти-
ческих волокон 4 и 5, расположенных в корпусе 3, параллельны направлению перемеще-
ния корпуса 3, а оптические оси оптических волокон перпендикулярны освещаемой по-
верхности (нёба).  

Верхняя и нижняя поверхности основания могут быть выполнены плоскими, вы-
пуклыми, вогнутыми.  

При необходимости увеличения чувствительности преобразования оптического 
сигнала возможно применение фокусирующей линзы, которая формирует необходимое 
пространственное распределение светового потока с выхода излучающего торца подво-
дящего оптического волокна 4. На торце как минимум одного оптического волокна мо-
жет быть сформирована микролинза. 

Данное изобретение может использоваться как в медицинских целях:  
- определение физиологической нормы размеров и конфигурации неба; 
- диагностика патологических состояний полости рта, в том числе врожденных 

(аномалии развития и пороки челюстно-лицевой области);  
так и в учебных целях: 
– для обучения студентов стоматологического факультета. 
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Цель работы – апробация разработанного сканера в медицинской практике.  
 
Материалы и методы  
В качестве апробации методики сканирования указанное волоконно-оптическое 

устройство использовали у 35 пациентов, имеющих диагноз «врожденная расщелина 
губы и/или неба» (диагноз по Международной классификации болезней: Q35; Q36; Q37). 
Возраст пациентов составил от 3 до 13 лет.  

Клиническое использование сканера 
Во время планового стоматологического осмотра после получения информиро-

ванного согласия пациента на проведение исследования с помощью устройства был про-
сканирован рельеф неба пациента. Далее, с использованием программы «3Shape 3D 
Viewer» («3Shape», Дания) были созданы цифровые 3D-модели (рисунок 2).  

 

 
Рисунок 2 - Цифровая 3D-модель рельеф неба пациента 

После этого, с помощью 3D-принтера «Phrozen Sonic Mighty 8K» («Phrozen», Тай-
вань) изготовили точные модели из пластика (рисунок 3). 

В дальнейшем данные модели могут использоваться для диагностики, составле-
ния плана лечения и реабилитации пациентов, имеющих врожденные пороки развития 
челюстно-лицевой области у детей. 

Выводы  
Преимуществами волоконно-оптического сканера для использования в стомато-

логической практике, в том числе детской, являются: 
1. более высокая точность передачи сложного анатомического рель-

ефа нёба пациента и сохранность в памяти компьютера, по сравне-
нию с традиционными неудобными для пациента оттисками стома-
тологической слепочной массы (возможность усадки и деформации 
материала) и гипсом (хрупкость материала); 

2. малые размеры, что позволяет быстро и эффективно отобразить ре-
льеф неба пациента, в том числе ребенка; 

3. безопасность за счет использования оптического излучения мощно-
стью не более 10 мкВт. 
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Рисунок 3 - Модель рельефа нёба пациента из пластика 

 
Заключение.  
Авторы считают, что в данной работе новым является: 
- выведенная формула функции преобразования МОМС ВОДУП, позволяющая 

определить его конструктивно-технологические параметры. 
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MEASURING THE ANGLE OF ROTATION OF THE HEAD IN MAXILLOFACIAL 
PATHOLOGIES  
The use of a fiber-optic micro sensor for measuring the angle of rotation of the patient's head 
in diagnostic systems for maxillofacial pathologies is justified, the principle of operation of 
which is based on measuring the change in the reflection coefficient of a round plate when the 
measured physical quantity changes.  
Keywords: fiber-optic micro sensor, rotation angle, diagnostic system, reflection coefficient, 
maxillofacial pathology, luminous flux 

 
Введение  
Развитие здравоохранения в нашей стране предполагает повышение уровня общего 

здоровья и качества жизни населения. Однако, в настоящее время оснащённость и фи-
нансовое обеспечение медицинских учреждений ограничивает доступность эффектив-
ного внедрения известных средств диагностики и высокотехнологичных методов лече-
ния.  

Одной из основных задач национального проекта «Здоровье» на 2019 - 2024 г.г. 
является внедрение инновационных медицинских технологий, включая систему ранней 
диагностики здоровья пациента [1].  

Стоит задача разработки комплексного подхода к определению диагностических 
признаков челюстно-лицевых патологий (ЧЛП) и других заболеваний органов лица и 
шеи с помощью современных средств измерений, в частности, волоконно-оптических 
ИК-микросенсоров, для получения достоверной и своевременной информации и уста-
новления окончательного диагноза.  

В известных методах диагностики ЧЛП используются датчики электрического типа 
[2,3].  

Для выявления нарушений строения челюстно-лицевой и зубочелюстно-лицевой 
областей широко применяют рентгенологические методы исследований - ортопантомо-
графию челюстей, телерентгенографию и компьютерную томографию головы [4,5,6,7].  

Такие средства измерений небезопасны для жизни пациентов, так как в первом слу-
чае возможен электрический пробой электрической части измерительной системы, а во 
втором - непредсказуемые последствия от облучения. Кроме того, не исключается элек-
тромагнитное воздействие со стороны средства измерений на тело пациента, что снижает 
достоверность результатов измерений в процессе диагностирования. 

Актуальной является необходимость в создании новых медицинских диагностиче-
ских систем на основе современных безопасных средств измерений, использующих до-
стижения волоконной оптики [8,9]. В состав таких систем будут входить волоконно-оп-
тические микродатчики угла поворота (ВОМДУП), обеспечивающие повышение досто-
верности и безопасности процедур диагностирования различных патологических откло-
нений в области лица и шеи. 

Диагностическая система, включающая в себя ВОМДУП, позволит проводить 
точные измерения отклонений положения антропометрических точек лица от нормаль-
ного: как линейных, так и угловых, и систематизировать ЧЛП в зависимости от линей-
ных и угловых отклонений конкретной точки лица (рисунок 1). 
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Рисунок 1 – Положение антропометрических точек А и B на лице пациента  

 
 Для разработки ВОМДУП, отвечающего требованиям волоконно-оптических си-

стем диагностики ЧЛП, необходимо определить конструктивные параметры его микро-
оптико-механической системы (МОМС), обеспечивающей требуемый диапазон измере-
ний, линейную функцию преобразования, высокую точность измерений. Это возможно 
на пути определения функции преобразования МОМС. 

Цель работы – нахождением функции преобразования МОМС волоконно-оптиче-
ского микродатчика угла поворота, одного из основных элементов системы диагностики 
ЧЛП. 

Материалы и методы  
Для достижения поставленной цели необходимо вывести функцию преобразования 

МОМС, связывающую интенсивность светового потока, поступающего на приемник из-
лучения по отводящему оптическому волокну (ООВ), с начальным значением светового 
потока, поступающего от источника излучения в зону измерения по подводящему опти-
ческому волокну (ПОВ). Затем на основе численного моделирования подобрать такие 
параметры МОМС (апертурный угол, диаметр сердцевины оптического волокна, кон-
структивные параметры оптического модулирующего элемента (ОМЭ), расстояние от 
торцов оптических волокон до ОМЭ, межосевое расстояние ПОВ и ООВ), которые обес-
печивают достижение предъявляемых заказчиком требований. 

Полученные результаты  
ВОМДУП представляет собой конструктивную совокупность неподвижно закреп-

ленных в несущей детали ПОВ и ООВ, относительно общего торца которых, располо-
женных в одной плоскости, вращается модулирующий элемент (МЭ) (рисунок 1). ОМЭ 
выполнен в виде пластины, поверхность которой разделена на две части: отражающую 
и поглощающую. Расстояния от центра торцов ПОВ и ООВ до точки начала координат 
равны. ОМЭ вращается по часовой стрелке вокруг оси Z на угол α . 

Диапазон измерения угла поворота (0…180) град (рисунок 2).  
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Рисунок 2 – Ход луча от ПОВ до ООВ 

Лучи 1 и 2 светового потока (СП) Ф0 отражаются от нижней части ОМЭ и частично 
поглощаются верхней частью ОМЭ.  Площадь поверхности ОМЭ  отрS  , которая от-
ражает поступающий световой поток Ф0 и определяющая вид функции преобразования 
МОМ датчика, определяется выражением  
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где сd  - диаметр сердцевины оптического волокна; 
R - радиус кривизны ОМЭ (пластины).  

По результатам моделирования в программе Mathcad 15 построен график зависи-
мости S(α)/S0=f(α) при следующих параметрах: диаметр сердцевины оптического во-
локна сd =0,2 мкм, апертурный угол NAθ =12  , высота пластины ch d= , радиус кривизны 
пластины R=31,1 мм (рисунок 3).  

Анализ графика, приведенного на рисунке 3, показал, что при выбранных парамет-
рах функция преобразования S(α)/S0=f(α) достаточно линейная, соответственно данный 
ВОМДУП может быть использован в системе диагностики ЧЛП.  

 

 
Рисунок 3 – Функция преобразования S(α)/S0=f(α) 
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Выводы  
Предлагаемый ВОМДУП позволит: 
- повысить точность измерения угла поворота в диапазоне 0…180 градусов;  
- сократить в 1,5…2 раза время проведения измерения морфометрических парамет-

ров при ЧЛП;  
- обеспечить высокую воспроизводимость (до 98 %) результатов измерений; 
- исключить любые негативные последствия от электромагнитного воздействия на 

пациента, а также на результаты измерения. 
Заключение.  
Авторы считают, что в данной работе новым является: 
- выведенная формула функции преобразования МОМС ВОДУП, позволяющая 

определить его конструктивно-технологические параметры. 
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Введение  
В настоящее время изменения параметрических и морфометрических характери-

стик отдельных областей лица и шеи, обусловленных развитием челюстно-лицевых па-
тологий, определяются путем применения накопленного профессионального опыта 
врача или косвенными методами диагностики с помощью устаревших, иногда небезопас-
ных для пациента средств измерений, визуализации.  

Так, литературные данные свидетельствуют о значительной распространен-
ности нарушений осанки и аномалий окклюзии у детей. Нарушения осанки у де-
тей в 90% случаев сочетаются с аномалиями окклюзии. Эта проблема требует к 
себе повышенного внимания для поиска путей раннего выявления, своевремен-
ного устранения нарушений осанки и прикуса, всестороннего оздоровления де-
тей.  

Публикации, содержание которых предполагает взаимосвязь между изменениями 
осанки и аномалиями прикуса, описывают основные виды нарушений осанки, причины 
их возникновения, а также современные способы и средства их выявления, пути профи-
лактики и лечения. Однако, нами выявлены трудности в широком применении существу-
ющих методов диагностики нарушений осанки и в этой связи считаем актуальным усо-
вершенствование диагностических подходов и средств и широкое их внедрение в прак-
тику [1]. Актуальность таких исследований определяется необходимостью решения 
сложной социально значимой проблемы, в основе которой - постуральные нарушения, 
которыми страдают более чем 80% обследованных детей и подростков. Благополучное 
развитие детского организма является залогом хорошего здоровья, определяющего фун-
даментальный запас жизненных сил растущего организма и качество жизни детей [2]. 

Цель работы – исследование возможности применения микроэлектронных и воло-
конно-оптических технологий при оценке стоматологического состояния здоровья детей 
и взрослых.  

Материалы и методы  
Авторами изучены особенности профилактики и лечения различных видов патоло-

гии челюстно-лицевой области и нарушений осанки, изучены литературные данные о 
современных способах диагностики, профилактики и устранения. Проведен поиск ис-
точников литературы в базах данных СyberLeninka, E-library и MEDLINE/PubMed по 
ключевым словам, соответствующим челюстно-лицевой патологии, и подробный анализ 
своих клинических наблюдений. 

Полученные результаты  
Зубочелюстные аномалии (ЗЧА) составляют важную группу в структуре тесно вза-

имосвязанных между собой патологических состояний зубочелюстно-лицевой области 
(ЗЧЛО), приносят ощутимый ущерб эстетическому и функциональному состоянию 
ЗЧЛО, влияют на качество жизни детей. Ретроспективный анализ медицинских карт сто-
матологического больного (формы № 043-У) 115 детей в возрасте от 3 до 6 лет, получав-
ших лечение в Клинике ФГБОУ ВО КубГМУ МЗ РФ, показал, что абсолютное 
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большинство (77,39%) детей имели кариозные поражения, индекс «кп» составил в сред-
нем 4,26. У 22,6% детей были выявлены признаки локального катарального гингивита 
легкой степени тяжести. Уровень гигиены полости рта в обследованной группе составил 
1,78 (среднее значение), что соответствует удовлетворительному уровню. 22,61% детей 
имели аномалии положения зубов, 55,65% детей - аномалии зубных рядов, 57,39% детей 
- аномалии окклюзии. У 41,74% детей были удалены временные зубы по причине ослож-
нений кариеса. Аномалии уздечек губ и языка были выявлены у 17,39% из 115 детей. 
Таким образом, уже в периоде временного прикуса значительная часть детей страдает 
теми или иными стоматологическими заболеваниями [3]. 

У большинства из 20 детей (86%), обратившихся к ортодонту в начальном периоде 
сменного прикуса, пропорциональность среднего и нижнего отделов, тип профиля и, в 
целом, конфигурация лица, соответствовали виду патологической окклюзии, что приво-
дило к эстетическим и функциональным нарушениям. Состояние временных зубов, 
сроки и последовательность прорезывания постоянных зубов у 23 % детей отличались 
от возрастных норм. У большинства детей методом ортопантомографии были выявлены 
неравномерная резорбция корней временных зубов, леченных по поводу пульпита и/или 
периодонтита, и аномальное положение зачатков постоянных зубов. У 6 детей (30%) де-
тей поражённые временные зубы были удалены. Из 20 детей, обратившихся к ортодонту 
в конечном периоде сменного прикуса, у 15 % (3 чел.) была выявлена нейтральная ок-
клюзия, у 30 % (6 чел.) – дистальная окклюзия, у 5 % (1чел.) – перекрёстная окклюзия, у 
5 % (1 чел.) – открытая дизокклюзия, у 5 % (1 чел.) – мезиальная окклюзия, у 40 % детей 
(8 чел.) – сочетанные аномалии окклюзии. При этом признаки окклюзионных наруше-
ний, характер аномалий зубных рядов и их соотношений у детей не зависели от террито-
рии проживания. Аномалии окклюзии сопровождались характерными изменениями кон-
фигурации лица, аномалиями формы и размеров зубных дуг, аномалиями положения и 
развития отдельных зубов. Для устранения ЗЧА применяли ортодонтические устройства 
65 механического, функционального и комбинированного действия, миотерапию. Нами 
отмечено, что решающими фактором в плане устранения аномалий окклюзии в периоде 
сменного прикуса является достижение индивидуальной нормы формы и размеров зуб-
ных рядов, а также ˗ устранение факторов риска. Активная миотерапия и достижение 
миодинамического равновесия в зубочелюстно-лицевой области, устранение «вредных 
привычек», нарушений функций дыхания, глотания, речи способствовали устранению 
ЗЧА [4]. Для повышения качества ортодонтического лечения нами разработано и внед-
рено в практику устройство для функциональной и механической коррекции недоразви-
тия верхней и нижней челюстей, которое позволяет оказать комплексное функциональ-
ное и механическое лечебно-профилактическое воздействие в периоде активного роста 
зубочелюстно-лицевой области, нормализовать форму и размеры зубоальвеолярных дуг 
и положение постоянных зубов в сагиттальном, вертикальном и трансверсальном 
направлениях, обеспечить условия для формирования физиологического, функцио-
нально полноценного постоянного прикуса, сократить сроки ортодонтического лечения. 
При этом устройство за счёт сочетанного влияния на функциональные и механические 
дефекты верхней и нижней челюстей позволяет получать устойчивые, функционально 
полноценные результаты реабилитации у растущих пациентов с недоразвитием верхней 
и нижней челюстей [5]. 

 Зубочелюстным аномалиям сопутствуют кариес и его осложнения. Учитывая, что 
распространенность кариеса постоянных зубов у детей 6-летнего возраста в России до-
стигает 13%, авторами изучены возможности ранней профилактики. Известно, что ми-
нерализации эмали зубов продолжается в течение нескольких лет после прорезывания 
постоянных зубов. Для предупреждения кариозного разрушения первых постоянных мо-
ляров в течение первого года после их прорезывания считают эффективной проведение 
герметизации фиссур. Проведено сравнение профилактической роли герметизации фис-
сур, проведенной с применением двух методик - 105 зубов у 30 детей с использованием 
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воздушно-абразивного метода и 89 зубов у 28 детей, которым была проведена стандарт-
ная неинвазивная герметизация. Результаты эффективности герметизации определяли по 
модифицированной формуле Э.М. Мельниченко через 3, 6, 12, 18 и 24 мес. К концу мак-
симального срока наблюдения ретенция силанта была лучше в опытной группе (до 
76,19%), в сравнении с контрольной группой (48,31%). В основной группе кариес выяв-
лен в 3,81% случаев, а в контрольной - в 12,37%. Таким образом, эффективность герме-
тизации фиссур с помощью воздушно-абразивного метода по сравнению с неинвазивной 
методикой оказалась выше на 63,4% (χ2 = 16,638, р < 0,001) [6]. 

Обращает внимание, что для достоверной диагностики стоматологической патоло-
гии у детей в периодах временного и сменного прикуса применяют рентгенологические 
методы исследования, которые при частом использовании могут принести вред здоро-
вью ребёнка.  

Известно, что миодинамическое равновесие мышечной системы челюстно-лицевой 
области обеспечивает необходимые условия для нормального развития зубочелюстной 
системы. Нарушение функций мышц лицевой и ротовой области - мощный этиопатоге-
нетический фактор в возникновении аномалий положения зубов и развития верхней и 
нижней челюстей. Среди таких факторов наиболее часто встречаются привычка сосать 
палец, дыхание ртом (при отсутствии генетически, анатомически и физиологически обу-
словленного носового дыхания), отсутствие правильного смыкания губ и инфантильное 
глотание. Особое значение имеет положение языка при ротовом дыхании, так как ребё-
нок, прокладывая язык между зубными дугами, способствует значительному вестибу-
лярному наклону верхних резцов. В результате данных изменений формируется дизок-
клюзия в вертикальной плоскости. Дополнительное давление натянутых щёчных мышц, 
появляющееся при ротовом дыхании, обеспечивает ещё большее сужение зубных рядов. 
Формирование данной патологии оказывает влияние не только на состояние общего здо-
ровья (нарушения носового дыхания, глотания, жевания, звукопроизношения и осанки), 
но и на социальную адаптацию ребёнка. В связи с этим у детей необходим комплексный 
подход в диагностике и коррекции миофункциональных нарушений челюстно-лицевой 
области. Для определения миофункциональных нарушений определяют биоэлектриче-
скую активность жевательных и височных мышц [7] методом электромиографии, однако 
использование таких приборов может отрицательно влиять на здоровье маленьких детей. 

В этой связи авторами поставлена задача внедрить в практику безвредные для ор-
ганизма детей устройства и способы диагностики патологий челюстно-лицевой области. 
Так, разработан новый оптический способ определения размеров и конфигурации нёба 
пациента с челюстно-лицевой патологией по изменению расстояния до отдельных точек 
нёба посредством отраженного от нёба светового потока, реализуемого с помощью но-
вого 3D-волоконно-оптического сканера в виде платформы с полозьями, по которым пе-
ремещается волоконно-оптический чувствительный элемент [8].  

Разработана методика измерения давления языка на нёбо при разных положениях 
языка в полости рта у пациентов разного возраста и пола при челюстно-лицевых патоло-
гиях с помощью волоконно-оптического микросенсора давления, обеспечивающая вы-
сокие точность, воспроизводимость и достоверность результатов измерений [9]. 

Среди стоматологических заболеваний острую проблему для взрослого населения 
создают воспалительно-деструктивные заболевания пародонта, для лечения которых ав-
торами доказана клиническая и иммунологическая эффективность применения препа-
рата на основе растительных компонентов «Хлорофиллипт» в качестве дополнения к 
традиционному консервативному лечению. Пациенты с диагнозом «хронический гене-
рализованный пародонтит» были разделены на 2 группы: основную (n = 25) и сравнения 
(n = 25). Пациентам основной группы применяли базовую терапию и традиционное кон-
сервативное лечение с дополнительным включением препарата «Хлорофиллипт». 
Группа сравнения получала базовую терапию и традиционное консервативное лечение. 
Для оценки эффективности терапии оценивались клинические показатели и уровни 
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цитокинов IL-1β, IL-1Ra, IL-8, TNF-α в десневой жидкости до и после лечения через 14 
дней, 3 и 6 месяцев. Авторы считают, что результаты определения уровня цитокинов IL-
1β, IL-1Ra, TNF-α у пациентов с хроническим пародонтитом могут быть потенциально 
полезны для оценки реакции тканей пародонта на проводимую терапию [10,11]. 

Выводы  
Изучив большое количество публикаций отечественных и зарубежных авторов, а 

также на основании собственных исследований,  авторы данной статьи убедились в  ак-
туальности разработки комплексного подхода к определению диагностических призна-
ков челюстно-лицевых патологий и других заболеваний органов лица и шеи, усовершен-
ствования известных и создания новых технологических диагностических микроэлек-
тронных, волоконно-оптических средств, рассматривают возможность их разработки и 
внедрения в стоматологическую практику для получения достоверной и своевременной 
информации и установления окончательного диагноза в каждом конкретном случае с 
учетом возрастных особенностей и особенностей челюстно-лицевых патологий. 

Заключение. Авторы считают, что в данной работе новым является новый подход 
к определению стоматологического здоровья населения, основанный на перспективных 
микроэлектронных и волоконно-оптических технологиях. 
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ИЗМЕРЕНИЕ ПАРАМЕТРОВ КАЧЕСТВА ЖИДКОСТЕЙ В СИСТЕМАХ 
 ЖИЗНЕОБЕСПЕЧЕНИЯ  
Обосновано применение волоконно-оптического рефрактометрического микродатчика 
для контроля качества жидкостей в системах жизнеобеспечения медицинских учре-
ждений и космических аппаратов, принцип действия которого основан на измерении 
изменения показателя преломления жидкостей.  
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measuring changes in the refractive index of liquids, is justified. 
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Введение  
Для обеспечения жизнедеятельности космонавта на борту космического аппарата 

(КА) применяют системы жизнеобеспечения (рисунок 1) [1,2].  

 
Рисунок 1 - Структурная схема регенерационной системы жизнеобеспечения космической станции  

 
Среди основных функций систем жизнеобеспечения является подача жидкости, по-

требляемой человеком и удаление жидкости, образуемой в процессе его жизнедеятель-
ности [3].  

Для оценки состояния здоровья космонавтов необходим постоянный мониторинг 
качества жидкостных сред в системах жизнеобеспечения.  

Аналогичные процессы происходят и в системах жизнеобеспечения в медицинских 
учреждениях. От качества жидкостей систем жизнеобеспечения в реабилитационных по-
мещениях медучреждений зависит жизнь пациента.  

Цель работы – исследование возможности измерения параметров качества жид-
костных сред в системах жизнеобеспечения с помощью волоконно-оптических средств 
измерений.  

Материалы и методы  
Проведен анализ известных способов и средств измерения параметров качества 

жидкостей [4 - 8]. Определено, что известные средства измерений имеют или большие 
габариты, или требуют длительной процедуры калибровки, или имеют сложную аппа-
ратную реализацию и, соответственно, большую стоимость. Но основной недостаток их 
использования в системах жизнеобеспечения, – это влияние электромагнитного поля, ко-
торое они создают, на здоровье космонавта или пациента [9]. Поэтому авторами (в соав-
торстве) в 2021 году была подана заявка на изобретение №2021130405 «Волоконно-оп-
тический способ определения коэффициента преломления прозрачного вещества и реа-
лизующий его волоконно-оптический рефрактометрический измерительный преобразо-
ватель», по которой получен патент на изобретение № 2796797 [10]. 

Полученные результаты  
Для определения качества жидкости по изменению ее коэффициента преломления 

небольшое ее количество помещается в цилиндрической прозрачной трубке 1, с одной 
стороны которой располагается подводящее оптическое волокно (ПОВ) 3 для передачи 
света от источника излучения на первую боковую поверхность трубки, а с другой сто-
роны – отводящие оптические волокна (ООВ) 4 и 5 двух измерительных каналов, по ко-
торым преломленный свет, несущий информацию о коэффициенте преломления n3 
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жидкости 2, направляется на приемники излучения (рисунок 2). 
 

 
Рисунок 2 – Ход луча от ПОВ до ООВ  

С помощью светодиода формируется световой поток F0, который выходит под по-
стоянным апертурным углом оптического волокна ΘNA с излучающего торца ПОВ 3 в 
виде конуса [11] в направлении цилиндрической прозрачной ёмкости с жидкостью, ко-
эффициент преломления которой определяется. 

Световой поток падает поочередно на первую и вторую боковые цилиндрические 
поверхности трубки 1 с жидкостью 2. В соответствии с законом Снеллиуса лучи света 
преломляются на границах разделов сред: «воздух - трубка», «трубка - жидкость», «жид-
кость - трубка», «трубка - воздух». После выхода из трубки лучи падают на приемные 
торцы ООВ 4 и 5 первого и второго измерительных каналов под углами Θ1,Θ,

1, завися-
щими от коэффициентов преломления n1, n2, n3 воздуха, трубки и жидкости соответ-
ственно и соотношения размеров всех сред волоконно-оптического измерительного пре-
образователя. 

В зависимости от коэффициента преломления жидкости n3  изображение торца ПОВ 
в плоскости расположения ООВ меняет свой контур, что, в свою очередь, ведет к изме-
нению площади перекрытия приемных торцов оптических волокон 4 и 5 световым пят-
ном и, соответственно интенсивности световых потоков F1(n3) и F2(n3) на выходных тор-
цах ООВ [10]. Верхняя часть светового потока поступает по ООВ 4 на первый приемник 
излучения, нижняя часть светового потока по ООВ 5 поступает на второй приемник из-
лучения.  

Перед началом измерения в полость трубки заливают калибровочную жидкость с 
известным коэффициентом преломления n0, далее на место трубки с калибровочной жид-
костью помещают аналогичную трубку с жидкостью, коэффициент преломления n3 ко-
торой необходимо определить. По изменению в k-раз интенсивности оптического сиг-
нала на выходе ООВ определяют коэффициент преломления жидкости по формуле 
n3=kn0. 

Выводы  
Предлагаемый подход при измерении качества жидкости позволит: 
- повысить точность измерения показателей преломления жидкостей в системах 

жизнеобеспечения;  
- сократить в 1,5…2 раза время проведения измерения параметров качества жидко-

сти;  
- обеспечить высокую воспроизводимость (до 98 %) результатов измерений; 
- исключить любые негативные последствия от электромагнитного воздействия на 

космонавта или пациента, а также на результаты измерения. 
Заключение.  
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Авторы считают, что в данной работе новым является: 
- запатентованный волоконно-оптический рефрактометрический способ и устрой-

ство для его реализации для измерения показателей качества жидкостей в системах жиз-
необеспечения на основе измерения показателей преломления исследуемых жидкостей. 
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ВЫЯВЛЕНИЕ БЕЗУСЛОВНОГО РЕФЛЕКСА У НОВОРОЖДЁННЫХ ИЗМЕРИ-
ТЕЛЬНЫМ ОПТИКО-ВОЛОКОННЫМ УСТРОЙСТВОМ 
В статье излагается необходимость в повышении точности и надежности при оценке 
физических параметров плода при рождении путём перехода к объективным показате-
лям. Это позволит стандартизировать оценочные компоненты и обеспечит единое 
толкование между различными медицинскими учреждениями. Объективные показа-
тели также позволяют собирать и анализировать большие объемы данных, делая воз-
можным выявление скрытых тенденций и шаблонов, которые могут быть пропущены 
при субъективных оценках. Улучшенная точность диагностики и снижение погрешно-
стей позволит обеспечить раннее выявление отклонений и принятие своевременных мер 
для снижения рисков неблагоприятных исходов у новорожденного. 
Ключевые слова: давление языка, датчик, волоконно-оптический рефрактометриче-
ский измерительный преобразователь 
 
 

УДК 618.38:616-079.4 
ГРНТИ 59.31.31 
 

E.Yu. Plotnikova1, V.V. Volobuev1, T.I. Murashkina2, E.A. Badeeva2,  
I.A. Kulikova1, Yu.A. Vasiliev1 

1Kuban State Medical University, Krasnodar 
2Penza State University, Penza 

 
DETECTION OF THE UNCONDITIONED REFLEX IN NEWBORNS WITH A MEAS-
URING FIBER-OPTIC DEVICE 
The article outlines the need to improve accuracy and reliability in assessing the physical pa-
rameters of the fetus during childbirth by moving to objective indicators of the designated area. 
This will standardize the evaluation components and ensure their interconnection between dif-
ferent medical institutions. Objective indicators also allow you to collect and analyze large 
amounts of data, making it possible to identify hidden trends and patterns that may be missed 
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in subjective assessments. Improved diagnostic accuracy and reduced errors will ensure early 
detection of abnormalities and timely measures to reduce the risks of adverse outcomes in the 
fetus and newborn. 
Keywords: tongue pressure, sensor, fiber optic refractometric measuring transducer 
 
Введение.  

В своё время И.П. Павлов ввёл термин «безусловный рефлекс» (1903). К безуслов-
ным, или врожденным рефлексам, относят сосание, глотание, мигание, чихание и т.д. 
Организм новорожденного таким образом приспосабливается к новым условиям жизни. 
Без данных защитных и ответных реакций ребенок не смог бы найти и «взять» грудь 
матери, осуществить «правильные» сосательные движения [1]. По степени выраженно-
сти рефлекса, можно судить о каких-либо изменениях и нарушениях в организме ново-
рождённого. В настоящее время нет четкой единой физической системы измерения и 
объективизации здоровья младенца. В практической медицине специалисты часто руко-
водствуются субъективными показателями (человеческий фактор) [2]. Для устранения 
возможных несовпадений в диагностике, назрела необходимость внедрения объектив-
ных диагностических методов на физических принципах работы. 

Цель работы. 
Изложение необходимости в повышении точности и надежности при оценке физи-

ческих параметров ребёнка при рождении, путём перехода к объективным показателям. 
Это позволит стандартизировать оценочные компоненты и обеспечит их взаимосвязь 
между различными медицинскими учреждениями. Объективные показатели также поз-
воляют собирать и анализировать большие объемы данных, делая возможным выявление 
скрытых тенденций и шаблонов, которые могут быть пропущены при субъективных 
оценках. Улучшенная точность диагностики и снижение погрешностей позволит обеспе-
чить раннее выявление отклонений и принятие своевременных мер для снижения рисков 
неблагоприятных исходов у новорожденного. 

Материалы и методы. 
В нашей работе мы провели пилотные измерения давления языка на нёбо у родив-

шихся детей (N=25) по ранее описанной методике [3, 4]. Дети находились в разных фи-
зических состояниях, так же рожденные оперативным путем, в виде операции кесарева 
сечения и путем физиологических родов. Измерения проводилось у каждого ребёнка 
трехкратно. Результаты заносились в базу данных исследуемой группы. Детальное изу-
чения вопроса потребует большой выборки детей с делением по различным нозологиче-
ским формам. 

Полученные результаты. 
В ходе исследования было установлено минимальное значение давления языка у 

детей (рис. 1), из трёх измерений. 
 

 
Рисунок 1. Минимальные значения давления языка у детей 
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Рисунок 2. Максимальные значения давления языка у детей 
 

 
 

Рисунок 3. Средние значения давления языка у детей 
 

Выводы. 
Авторский коллектив считает данное исследование перспективным и прогностиче-

ским с возможным переносом данной концепции на измерение максимальных и мини-
мальных показателей давления языка на момент рождения и нахождение в медицинском 
учреждении [5]. 

Заключение.  
В данной работе новыми являются следующие положения и результаты: научно – 

исследовательский коллектив предлагает измерять максимальную и минимальную, сред-
нюю величины давления языка на окружающие ткани полости рта [6]. Значения могут 
быть использованы для дальнейшей верификации возможных патологических состояний 
ребёнка, преимущественно неврологического характера, что позволит своевременно 
начать лечение, предотвращая развитие патологического процесса и осложнений. Пред-
полагается, что на основе полученных значений возможно выявить скрытые зависимо-
сти, выявление которых принесёт свой вклад в дальнейшую врачебную тактику. 
 
Благодарность. 
Исследование выполнено за счет средств гранта Российского научного фонда и Ку-
банского научного фонда № 22-15-20069, https://rscf.ru/project/22-15-20069/ 
 
Литература. 
1. Новорожденный ребенок. Основы оценки состояния здоровья и рекомендации по 
профилактике и коррекции его нарушений: руководство для врачей / Под ред. Н. Л. Чер-
ной, В. В. Шилкина. – Санкт-Петербург: СпецЛит, 2009. – 352 с. 
2. Ультразвуковая диагностика в неонатологии / Под ред. И. В. Дворяковского, Г. В. 
Яцык. – Москва: Издательский дом «Атмосфера», 2009. – 168 с. 
3. Волоконно-оптический датчик давления языка новорожденного / Т. И. Мураш-
кина, Е. А. Бадеева, А. С. Несяев [и др.] // Научные исследования: итоги и перспективы. 

https://rscf.ru/project/22-15-20069/


Секция 4. МЕДИЦИНСКАЯ ФИЗИКА: ДИАГНОСТИКА И ЛЕЧЕНИЕ 
 

 

Материалы конференции NT + ME`24. – ISBN 978-5-6044060-4-5                                      142  

– 2023. – Т. 4, № 4. – С. 46-50. – DOI 10.21822/2713-220X-2023-4-3-46-50. – EDN 
LWEBMU. 
4. Кривошея новорождённых как фактор асимметрии лицевого черепа: этиология, 
клиника, лечение, прогноз / Е.Ю. Плотникова, Т.И. Мурашкина, Е.А. Бадеева [и др.] // 
Актуальная биотехнология. – 2022. – № 1. – С. 286-290. – EDN AXHYNW. 
5. Волоконно-оптический сканер для определения морфометрических параметров 
нёба пациента / Т. И. Мурашкина, Е.А. Бадеева, Т.В. Истомина [и др.] // Медицинская 
техника. – 2023. – № 1(337). – С. 15-18. – EDN ANHSNC.  
6. Патент № 2741274 C1 Российская Федерация, МПК G01L 13/00, A61C 19/04. Во-
локонно-оптический датчик силы мышц языка – давления языка на небо и способ его 
сборки: № 2020111257: заявл. 19.11.2019: опубл. 22.01.2021 / Е.А. Бадеева, Т.И. Мураш-
кина, Ю.А. Васильев [и др.]. – EDN YORYZY. 
 

Сведения об авторах Information about author 
Плотникова Екатерина Юрьевна 
врач-неонатолог первой квалификационной 
категории, (соискатель) Кубанский госу-
дарственный медицинский университет 
Краснодар, Россия  
Эл. почта: cat.roll@yandex.ru  

Plotnikova Ekaterina Yurievna 
Neonatologist of the first qualification category, (applicant) 
Kuban State Medical University Krasnodar, Russia 
E-mail: cat.roll@yandex.ru  

Волобуев Владимир Викторович 
к.м.н., доцент кафедры детской стомато-
логии, ортодонтии и челюстно-лицевой хи-
рургии 
Кубанский государственный медицинский 
университет Краснодар, Россия  
Эл. почта: vladimir.volobueff@yandex.ru  

Volobuev Vladimir Viktorovich 
PhD, Associate Professor of the Department of Pediatric 
Dentistry, Orthodontics and Maxillofacial Surgery 
Kuban State Medical University Krasnodar, Russia 
E-mail: vladimir.volobueff@yandex.ru  

Мурашкина Татьяна Ивановна 
д.т.н., профессор, профессор кафедры 
«Приборостроение»  
Пензенский государственный университет 
Пенза, Россия 
Эл. почта: timurashkina@mail.ru 

Murashkina Tatiana Ivanovna 
Doctor of Technical Sciences, Professor, Professor of the De-
partment of "Instrument Engineering" 
Penza State University 
Penza, Russia 
E-mail: timurashkina@mail.ru  

Бадеева Елена Александровна 
д.т.н., доцент, профессор кафедры «Радио-
техника и радиоэлектронные системы»  
Пензенский государственный университет 
Пенза, Россия  
Эл. почта: badeeva_elena@mail.ru 

Badeeva Elena Aleksandrovna 
Doctor of Technical Sciences, Associate Professor, Professor 
of the Department of Radio Engineering and Radio Electronic 
Systems 
Penza State University 
Penza, Russia 
E-mail: badeeva_elena@mail.ru  

Куликова Ирина Александровна  
студентка лечебного факультета  
Кубанский государственный медицинский 
университет 
Краснодар, Россия  
Эл. почта: dockulikowa@yandex.ru 

Kulikova Irina Aleksandrovna 
student of the Faculty of Medicine Kuban State Medical Uni-
versity 
Krasnodar, Russia 
E-mail: dockulikowa@yandex.ru  

Васильев Юрий Анатольевич 
ассистент кафедры общественного здоро-
вья, здравоохранения и истории медицины  
Кубанский государственный медицинский 
университет Краснодар, Россия  
Эл. почта: yurii-59@mail.ru 

Vasiliev Yuri Anatolyevich 
Assistant of the Department of Public Health, Healthcare and 
History of Medicine 
Kuban State Medical University Krasnodar, Russia 
E-mail: yurii-59@mail.ru  

 
 
 
 
 
 
 
 
 

mailto:cat.roll@yandex.ru
mailto:cat.roll@yandex.ru
mailto:vladimir.volobueff@yandex.ru
mailto:vladimir.volobueff@yandex.ru
mailto:timurashkina@mail.ru
mailto:timurashkina@mail.ru
mailto:badeeva_elena@mail.ru
mailto:badeeva_elena@mail.ru
mailto:dockulikowa@yandex.ru
mailto:dockulikowa@yandex.ru
mailto:yurii-59@mail.ru
mailto:yurii-59@mail.ru


Секция 4. МЕДИЦИНСКАЯ ФИЗИКА: ДИАГНОСТИКА И ЛЕЧЕНИЕ 
 

 

Материалы конференции NT + ME`24. – ISBN 978-5-6044060-4-5                                      143  

 
УДК 53.043+617-089   
ГРНТИ 59.14 
DOI 10.47501/978-5-6044060-4-5.143-149 

 

Д.Г. Тагабилев, И.А.  Винокуров, 
 В.С. Бессмертная,  

И.Г. Квирикашвили, А.А. Калайджан,  
Д.А. Моисеев  

ФГБНУ «РНЦХ им. акад. Б.В. Петровского» 
А.К. Дмитриев, А.Н. Коновалов, В.А. Ульянов 

НИЦ «Курчатовский институт» 
     
ИССЛЕДОВАНИЕ ЛАЗЕРОИНДУЦИРОВАННОЙ ДЕСТРУКЦИИ БИОМОДЕЛИ 
НА ОСНОВЕ ТКАНИ ПЕЧЕНИ СВИНЬИ in vitro 
Показано, что в зависимости от режимов теплового воздействия лазерного излучения 
в объеме печени свиньи in vitro наблюдаются три вида деструкции ткани, отличающи-
еся происходящими процессами вблизи торца волокна: коагуляция, карбонизация, обра-
зование внутренней полости. Проведены сравнительные УЗИ, макро- и микроскопиче-
ские исследования лазероиндуцированной деструкции ткани печени. Выявлена и описана 
зона термического дефекта ткани в области торца волокна. 
Ключевые слова: лазер, тепловое воздействие, оптическое волокно, деструкция, печень 
свиньи, гистология, УЗИ.  

 
 D.G. Tagabilev, I.A. Vinokurov, V.S. Bessmertnaya,  

I.G. Kvirikashvili, A.A. Kalaydjan, D.A. Moiseev  
FSBSI «Petrovsky NRCS» 

A.K. Dmitriev, A.N. Konovalov, V.A. Ulyanov 
NRC “Kurchatov Institute” 

 
STUDY OF LASER-INDUCED DESTRUCTION OF BIOMODELS BASED ON PIG 
LIVER TISSUE in vitro 
It has been shown that, depending on the modes of thermal exposure to laser radiation, three 
types of tissue destruction are observed in the pig liver volume in vitro. They differ in the pro-
cesses occurring near the fiber end: coagulation, carbonization, formation of an internal cavity. 
Comparative ultrasound, macro- and microscopic studies of laser-induced destruction of liver 
tissue were carried out. A zone of thermal tissue defect in the area of the fiber end has been 
identified and described. 
Key words: laser, thermal effect, optical fiber, destruction, pig liver, histology, ultrasound 
 

Введение       
Лазерная локальная гипертермия давно и активно используется в противоопухо-

левой терапии [1,2]. Традиционное применение этого метода основано на том, что селек-
тивное повреждение и гибель опухолевых клеток наблюдается в диапазоне умеренных 
температур 40—45°С. Согласно современной точке зрения, традиционная гипертермия 
в первую очередь рассматривается как универсальный и наиболее эффективный моди-
фикатор радио- или химиотерапии, способный повысить их эффективность в 1,5—2,5 
раза; и только в случае невозможности применения таких классических методов тради-
ционная гипертермия рассматривается как монотерапия [3]. При этом в самостоятельном 
виде она оказывает существенное противоопухолевое действие только в 12—13% слу-
чаев [4, 5]. 

Более эффективным является подход, основанный на нагреве объема опухоли до 
цитотоксических температур 50-54°С [6] или (что более эффективно) - до температуры 
коагуляции ткани, составляющей для мягких водосодержащих тканей 60 - 70°C. При тем-
пературах ≥ 60-70°С происходит денатурация как основных структурных белков ткани в 
результате необратимого нарушения пространственной структуры их молекул, так и кле-
точных компонентов, что приводит к быстрой гибели опухолевых клеток в течение ко-
роткого времени [7]. Для обеспечения эффективности такой процедуры необходимо со-
здать вокруг опухоли 3D-температурную область с границей между опухолевой и 
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здоровой тканями ≥60°С. Применение лазерного излучения и его локальная доставка к 
опухоли, находящейся в объеме пораженного органа, с помощью оптических волокон 
дает возможности достаточно просто реализовать этот способ проведения хирургиче-
ского вмешательства. 

Такой подход перспективен для лечения локализованных в объеме ткани узловых 
злокачественных новообразований и метастатических очагов в печени человека на ран-
них стадиях заболевания. Узловые формы составляют до 85% всех форм образований 
печени [2]. В частности, к таким формам образований печени относятся гепатоцеллю-
лярная карцинома (ГЦК) и метастатическая аденокарцинома печени. Эти образования 
могут представлять собой сферические или эллипсовидные новообразования размером 
до 2-3 см в диаметре (и менее при диагностике на ранних стадиях заболевания), а также 
произвольной формы (что чаще наблюдается у ГЦК). В настоящее время методы лазеро-
индуцированной тепловой коагуляции опухолевой ткани (лазероиндуцированной термо-
терапии – ЛИТТ) активно развиваются за рубежом применительно к задаче лечения ГЦК 
[8-10]. В большинстве процедур ЛИТТ применяются Nd:YAG лазеры (1,06 мкм) или по-
лупроводниковые диодные лазеры (λ = 800–980 нм). Для доставки излучения к опухоли 
используются оптические волокна с диаметром сердечника 300-600 мкм.   

В данной работе представлено исследование теплового воздействия лазерного из-
лучения с длиной волны 0,98 мкм в биомоделях на основе ткани печени in vitro с исполь-
зованием оптических волокон с плоским торцом.  

Методы и материалы 
В качестве источника лазерного излучения использовался полупроводниковый 

лазер мощностью до 10 Вт с длиной волны 0,98 мкм.  Применение лазера с данной дли-
ной волны обусловлено объемным характером поглощения энергии излучения при его 
воздействии на мягкие водосодержащие биоткани. Для доставки излучения к биомодели 
использовалось оптическое волокно с диаметром сердечника 600 мкм и плоским торцом 
на дистальном конце.                             
          Мощность излучения, подводимая к биомодели, измерялась с помощью измери-
теля мощности FieldMaster (Coherent). В качестве биомоделей использовались образцы 
ткани печени свиньи in vitro. Оптическое волокно вводилось в объем образца на рассто-
яние 2,5-3 см. Размеры коагулируемого объема (коагулята) определялись по изменению 
цвета ткани печени и на основании результатов гистологических исследований.  Изме-
нение цвета печени при тепловом воздействии лазерного излучения является результа-
том коагуляции белков ткани и происходит в результате их нагрева до температуры 65-
70°С [11].   
          При гистологическом исследовании для оценки объёма повреждения гепатоцитов, 
других клеточных структур и некроза ткани материал фиксировали в 10%-ном нейтраль-
ном формалине. Тканевые образцы подвергали проводке в аппарате для гистологической 
обработки тканей Орион Медик Агот-1 по программе, которая включала: 10% формалин 
– 3 раза по 1 часу, этанол 96% - 3 раза по 50 минут, ксилол – 3 раза по 1 часу, парафин – 
1 раз в течение часа, 2 раза в течение 1,5 часов. Заливка в парафиновые блоки проводи-
лась на заливочном центре DiaPath Canova. Срезы толщиной 3 мкм готовили на роторном 
микротоме Leica RM2245 и окрашивали гематоксилином и эозином в автомате окраши-
вания Leica Autostainer XL (ST5010). Исследование гистологических препаратов прово-
дилось в световом микроскопе при увеличениях от x40 до x400. 
          Ход процесса деструкции ткани непосредственно во время воздействия лазерного 
излучения проводился с помощью ультразвуковой диагностики. Использовался аппарат 
SAMSUNG RS80A – RUS, с использованием линейного датчика L3-12A (3,0-12,0 МГц) 
в следующих режимах: В-режим (настройка - «Поверхностный»); режим энергетиче-
ского доплера (ЭДК) - в диапазоне скоростей 3,5/-3,5 см/сек. Ход исследования зафикси-
рован при помощи карты видеозахвата HDMI.  

Результаты и обсуждение 
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 Как показали эксперименты, в зависимости от мощности излучения и времени об-
лучения процесс лазерного воздействия на ткань может перейти из стадии ее нагрева до 
температуры коагуляции в стадию обугливания и последующего горения, сопровожда-
ющиеся интенсивной карбонизацией ткани. При умеренных скоростях нагрева в области 
торца волокна формируется зона коагуляции сферической формы с центром в области 
торца волокна (рис. 1, а). Высокие значения мощности излучения даже при малых вре-
менах воздействия приводят к интенсивному испарению и сгоранию ткани печени, со-
провождающиеся формированием полости внутри объема образца с обугленными (кар-
бонизированными) краями и зоной коагуляции (рис. 1, с). При этом в процессе нагрева 
имеет место вынос продуктов лазерного испарения ткани через место ввода волокна в 
образец ткани. Минимизировать процесс карбонизации в области торца волокна без об-
разования полости в объеме ткани можно значительным уменьшением мощности излу-
чении и увеличением времени воздействия (рис. 1, b). Визуально зоны коагуляции и кар-
бонизации наблюдаются как «побледнение» или изменение цвета ткани по отношению 
к интактной и появление области черного цвета соответственно. 
  

 
Рисунок 1. Зоны коагуляции и карбонизации в образцах печени свиньи in vitro после облучения на 
длине волны 0,98 мкм в зависимости от режимов воздействия (оптическое волокно вводилось в 

образец слева направо) при макроскопическом исследовании: 
а) - P = 1,5 Вт, время воздействия 120 с. 

b) - P = 1.3 Вт, время воздействия 10 мин. 
c) - P = 5 Вт, время воздействия 50 с. 

 
Нами проведено сравнительное исследование формирования коагулята с карбониза-

цией ткани в области торца волокна (аналогично рис. 1, b). Для этого использовались 9 
образцов ткани печени свиньи, которые подвергались воздействию лазерного излучения 
мощностью 1, 5, 2,0 и 2,5 Вт в течение 3 мин. На каждый режим облучения - по 3 образца 
ткани. При введении оптического волокна в толщу образца и на всем протяжении вре-
мени воздействия проводился контроль при помощи ультразвука, проводилась фиксация 
времени появления изменений (рис.2, 30 и 31-я сек) в месте воздействия и замер изме-
ненного участка на УЗИ в конце времени воздействия. По результатам УЗИ визуализи-
ровались характерные изменения в В-режиме – появление эффекта реверберации на 
конце оптического волокна, соответствующее газообразованию (рис. 2, 163-я сек) и обуг-
ливанию участка ткани. В режиме ЭДК – интенсивное неоднородное окрашивание ткани 
(рис. 2, 165-я сек), опережающее изменения в В-режиме на 0,5-0,6с. По размерам изме-
нения ткани в В-режиме и ЭДК сопоставимы. 
 

 
а) b)  с) 
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Рис.2. Ультразвуковой контроль динамики изменений в ткани печени  на конце волокна при  воздействии ла-
зерного излучения (31 и 163 сек - ультразвуковые признаки выделения газа и карбонизации вследствие деструк-
ции ткани; 165 сек - при одновременном использовании В-режима и режима ЭДК (энергетического доплеров-

ского картирования) наблюдается интенсивное окрашивание карбонизированной полости – за счет движения 
газовой компоненты). 

 
После лазерного воздействия на ткань печени, все образцы были подвергнуты гисто-

логическому исследованию для оценки гистологических признаков повреждения гепа-
тоцитов печени свиньи и замера объема этих повреждений. Полученные данные пред-
ставлены в таблице №1.  
 

Таблица №1. Изменения в ткани печени свиньи in vitro при разной мощности лазерного излучения по данным 
УЗИ, макро- и микроскопического исследования (средние значения). 

Мощность лазерного излучения, Вт 1,5 2,0 2,5 

Время появления видимых изменений на 

УЗИ, с 

120  52,7 30 

Диаметр очага повреждения ткани по оконча-
нии лазерного воздействия по УЗИ, мм 

3,4  14 15 

Диаметр зоны карбонизации при макроскопи-
ческом исследовании, мм 

2,8 3 3,5 

Диаметр прилегающей коагулированной зоны 
при макроскопическом исследовании, мм 

6,2  6,8 9,2 

Диаметр зоны карбонизации (термического 
дефекта) при микроскопическом исследовании, мм 

1,5  2,5 2,7 

Диаметр зоны первичного некроза с коагуля-
цией ткани при микроскопическом исследовании, мм       

2,5 3,7 4,2 

 
При микроскопическом исследовании в центре области воздействия (вблизи торца 

волокна) во всех образцах выявлена зона термического дефекта ткани. Она представляет 
собой полость (рис. 3, а) с неровными фестончатыми внутренними стенками, на некото-
рых участках которых изнутри включения темно-коричневого цвета. Начиная непосред-
ственно от границ полости и на расстоянии от 1 до 1,5 мм по кругу клетки печени были 
без четких границ, межклеточные пространства практически полностью отсутствовали, 
ядра не определялись, зона цитоплазмы имела выраженную эозинофильную окраску 
(рис.3 б). Подобные изменения характерны для зоны первичного некроза ткани с коагу-
ляцией. 
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Рисунок 3. Микроскопическая картина изменений в области воздействия лазером на ткани печени свиньи in 

vitro. 
а) В центре зона термического дефекта в виде полости с неровными краями, увеличение х40. 

б) В левой части фото - зона первичного некроза ткани с коагуляцией, увеличение х400. 
 

Исходя из вышеописанного, достоверно можно судить о полной гибели ткани пе-
чени в зоне термического дефекта и о безвозвратном повреждении (коагуляции) в при-
лежащей зоне с безъядерными гепатоцитами. Как следует из таблицы №1, разница изме-
рений зоны коагуляции вокруг полости карбонизации, выполненных на УЗИ, при макро-
скопическом исследовании и при микроскопическом исследовании довольно значи-
тельна. Это может свидетельствовать о том, что в некотором отдалении от торца волокна 
имеется еще одна зона, где визуальная картина изменений в клетках не столь ярко выра-
жена, поскольку нами, при рутинном гистологическом исследовании была замечена 
лишь некоторая бледность окрашивания цитоплазмы клеток эозином. Ядра и границы 
клеток имели обычный вид, а граница этой зоны представлялась нечеткой. В связи с вы-
шеизложенным, необходимо отметить, что при рутинном гистологическом исследова-
нии некоторые, критичные для жизнедеятельности изменения клеток достоверно визуа-
лизировать и доказать невозможно, поэтому необходимо продолжить изучение с исполь-
зованием дополнительных методик. 

 
Выводы 
Исследованы особенности теплового воздействия лазерного излучения с длиной 

волны 0, 98 мкм для формирования коагулируемых объемов в биомоделях на основе пе-
чени свиньи in vitro с использованием оптических волокон с плоским торцом. Проведены 
сравнительные УЗИ, макро- и микроскопические исследования лазероиндуцированной 
деструкции ткани печени.  

Работа проведена в рамках выполнения государственного задания ФГБНУ «РНЦХ 
им. акад. Б.В.Петровского» и НИЦ «Курчатовский институт».  

 
Заключение 
Авторы считают, что в данной работе новыми являются следующие положения и 

результаты:  
Показано, что в зависимости от режимов теплового воздействия лазерного излуче-

ния в объеме печени могут быть сформированы 3 типа областей деструкции ткани: коа-
гуляции без карбонизации ткани, с карбонизацией ткани в области волокна и с образова-
нием макроскопической полости в объеме ткани.  

При гистологическом исследовании во всех образцах выявлена и описана зона тер-
мического дефекта ткани в центре области воздействия (вблизи торца волокна) и приле-
жащая к ней зона первичного некроза и коагуляции с необратимым повреждением ткани.  

УЗИ позволяет визуализировать процесс карбонизации ткани. Корреляция между 
размером очага повреждения ткани по УЗИ и зоны карбонизации ткани по результатам 
макро- и микроскопических исследований нами не выявлена.  
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ОСОБЕННОСТИ АВТОМАТИЗИРОВАННОГО ЛАЗЕРНОГО ИСПАРЕНИЯ БИ-
ОТКАНЕЙ  
Исследовано автоматизированное лазерного испарение поверхности биомоделей на ос-
нове агара. Показано, что в зависимости от степени перекрытия штриховых линий вы-
паренная область поверхности может иметь как пилообразный, так и гладкий вид. Оп-
тимальное расстояние между штриховыми линиями позволяет получить ровную по-
верхность после сканирования. Исследовано лазерное сканирование двухслойной биомо-
дели с различным содержанием агара в каждом слое с одновременным детектирова-
нием автодинного сигнала. Такая диагностика позволяет осуществлять контроль пол-
ного выпаривания каждого слоя. 
Ключевые слова: роботизированная хирургия, CO2 лазер, двухкоординатный сканер, 
биомодель, агар, диагностика послойного испарения.  
 

 A.K. Dmitriev, A.N. Konovalov, V.N. Kortunov, V.A. Ulyanov 
NRC “Kurchatov Institute” 

 
PECULIARITIES OF BIOTISSUE EVAPORATION BY LASER SCANNING 
METHOD    
The peculiarities of automated laser evaporation of the surface of agar-based biomodels were 
studied. It is shown that, depending on the degree of overlap of the dashed lines, the evaporated 
surface area can have either a sawtooth or a smooth appearance. The optimal distance between 
the dashed lines allows you to get a flat surface after scanning. Laser scanning of a two-layer 
biomodel with different agar content in each layer with simultaneous detection of an autodyne 
signal was studied. It is shown that such diagnostics makes it possible to control the complete 
evaporation of each layer. 
Keywords: robot-assist surgery, CO2 laser, two-dimensional scanner, biomodel, agar, layer-
by-layer diagnostics. 
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Введение       
  Применение автоматизированных и роботизированных систем для проведения 

прецизионных малотравматичных и органосохранных операций является востребован-
ным направлением в современной медицине [1,2]. Такой подход снижает риски челове-
ческого фактора, дает возможность быстрой послеоперационной реабилитации пациен-
тов и основан на объективном контроле за процессом хирургического вмешательства в 
реальном времени. Лазерное излучение как один из инструментов хирургических мани-
пуляций привлекает возможностями минимальной инвазивности и травматизации здо-
ровых тканей, высокой точностью и скоростью удаления патологической ткани. Эти до-
стоинства лазерного излучения наиболее полно проявляются при его использовании в 
составе автоматизированных и роботизированных хирургических систем. 

Одним из направлений автоматизации хирургических вмешательств является 
применение сканирующих систем в составе лазерных установок [3,4]. Наиболее распро-
страненным является применение установок на основе СО2  - и Er:YAG лазеров для ла-
зерной шлифовки, удаления поражений кожи и слизистых оболочек. Это считается золо-
тым стандартом в дерматологической хирургии [5]. Лазерные установки со сканирую-
щими системами получают распространение для малотравматичного выпаривания по-
верхностных новообразований различного типа  и прецизионного рассечения тканей.   
Они позволяют в автоматизированном режиме задавать форму, область испаряемой 
ткани и пошаговую глубину испарения.       

Перспективным инструментом для прецизионных операций является установка 
на основе СО2 лазера и двухкоординатного гальвано-сканатора, включающая диагно-
стику процесса испарения биоткани в режиме реального времени [6]. В основе диагно-
стики лежит автодинный эффект – модуляция выходной мощности излучения (автодин-
ный сигнал) в результате попадания обратно рассеянного из зоны испарения биоткани 
излучения в резонатор лазера [7]. Такая установка позволяет осуществлять послойное 
автоматизированное лазерное удаление патологических тканей. 

Цель работы 
Целью работы является исследование особенностей формирования поверхности 

биомоделей на основе агара в процессе двухкоординатного сканирования излучением 
СО2 лазера и диагностика испарения двухслойных биомоделей. 

Методы и материалы 
Для автоматизированного поверхностного испарения биомоделей использовалась уста-
новка, состоящая из лазерного блока, шарнирно-зеркального манипулятора и состыко-
ванного с ним 2-х координатного гальвано-сканатора JS1105 Galvo Scanner (Sino-Galvo 
Technology Co., Китай) (рис.1). Установка создана на основе одномодового СО2 лазера 
C-20A (Coherent, США) мощностью до 15 Вт с высокочастотной (ВЧ) накачкой активной 
среды и позволяет производить прецизионное испарение/рассечение биотканей с одно-
временной регистрацией автодинного сигнала [6]. В процессе двухкординатного скани-
рования обратно рассеянное из зоны лазерного испарения излучение попадает на зеркала 
2-х координатного сканатора, затем через систему зеркал шарнирно-зеркального мани-
пулятора направляется в резонатор CO2 лазера и инициирует модуляцию выходной мощ-
ности излучения на доплеровской частоте. Сигнал от фотоприемника через плату АЦП 
подается на компьютер, который 
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Рис.1. Схема двухкоординатного сканирования и  автодинного детектирования обратно рассеянного 

излучения.   1 – СО2 лазер, 2- светоделительная пластина, 3- HgCdTe фотоприемник, 4- АЦП, 5- ноут-
бук, 6- поворотное     зеркало, 7- гальвано-сканатор,8- сканатор по оси Х, 9- сканатор по оси Y, 10- фо-

кусирующая линза, 11- биомодель. 

 
осуществляет обработку и выделение информационной составляющей автодинного сиг-
нала и управление работой сканатора.  
Блок управления сканатором и специально разработанная программа позволяли задавать 
любые формы областей выпаривания в пределах 20x20 мм2, скорость перемещения ла-
зерного пучка в пределах 1мм/с – 50 мм/с. Область сканирования поверхности представ-
ляет собой совокупность параллельных линий (далее-штриховые линии). Ширина этих 
линий соответствует диаметру фокального пятна. Изменением расстояния между штри-
ховыми линиями обеспечивалась необходимая плотность лазерной штриховки – от со-
вокупности отдельных резов до испарения заданного участка поверхности размером 8.5 
мм x11.6 мм.  Использовалась линза с фокусным расстоянием 50 мм. Излучение фокуси-
ровалось на поверхность биомодели. Размер фокального пятна составлял 175 мкм по 
уровню 86 %. В экспериментах изменялись режимы лазерного воздействия и сканирова-
ния: мощность лазерного излучения (2-5 Вт), скорость перемещения лазерного пучка (от 
2 мм/с до 20 мм/с), плотность заполнения штриховкой испаряемого участка поверхности 
биоткани. Расстояние между штриховыми линиями варьировалась от 75 до 400 мкм. Об-
работка автодиного сигнала в процессе лазерного сканирования проводилась с исполь-
зованием специального алгоритма выделения информационной компоненты доплеров-
ского сигнала. В качестве информационного параметра автодинного сигнала использо-
валась мощность сигнала Ps в выбранном диапазоне частот.  
В качестве биомоделей использовались образцы на основе агара Difco с массовой долей 
агара 2%, 5% и 15%. Такие образцы моделировали мягкие ткани с высоким содержанием 
воды. Поперечные срезы биомоделей изучались под микроскопом.  

Полученные результаты 
Глубина испарения и характер формирующейся поверхности биомодели в процессе вы-
паривания зависят от скорости сканирования, мощности лазерного излучения и плотно-
сти заполнения испаряемого участка штриховыми линиями. На рис. 2, а представлены 
поперечные срезы образцов 5% агара, полученные при одном проходе сканирования, по-
стоянных мощности и скорости сканирования с различной плотностью штриховки. При 
низкой плотности заполнения сканируемого участка поверхность агара приобретает пи-
лообразный вид. При высокой плотности заполнения, когда расстояние между штрихо-
выми линиями равно или меньше ширины выпаренного канала, поверхность испаренной 
области образца более гладкая и равномерная. Для данной биомодели оптимальное рас-
стояние между штриховыми линиями для получения ровной поверхности после скани-
рования равно 175 мкм и менее. Похожий результат достигается и при уменьшении ско-
рости сканирования при фиксированном расстоянии между штриховыми линиями (рис. 
2, б). Это связано с тем, что при меньшей скорости сканирования увеличивается ширина 
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выпаренного канала из-за того, что тепловой фронт успевает распространиться на боль-
шее расстояние при смещении лазерного пучка.  В связи с этим при меньших скоростях 
сканирования и оптимальном заполнении сканируемого участка в этих биомоделях по-
верхность выпаренной области более ровная.  
 
 

  
                                    а                                                                              b 
                                    

Рис. 2. Поперечный срез испаренной зоны в образцах агара при  различных режимах однопроход-
ного сканирования. 

а) 5% агар,  P = 4 Вт, v = 18 мм/сек, расстояние между штриховыми линиями (сверху вниз): 400, 
325 и 175 мкм); 

 b)  15% агар,  P = 4 Вт,  расстояние между штриховыми линиями 400 мкм, скорость сканирова-
ния (сверху вниз): 12,5; 9 и 4,5  мм/с. 

 
На рис. 3 представлена экспериментальная зависимость глубины выпаривания об-

разцов из агара с разной массовой долей от скорости сканирования за один проход ла-
зерного луча. Глубина выпаривания материала биомодели практически не зависит от со-
держания воды в образцах. Это обусловлено тем, что определяющим фактором является 
поглощение вдой излучения с длиной волны 10, 6 мкм.  Как следует из рисунка, в зави-
симости от скорости сканирования глубина съема материала может варьироваться от не-
скольких мм до 100 мкм за один проход.  
 

 
Рис.3. Зависимость глубины выпаривания образцов из агара от скорости сканирования. 

Мощность излучения на выходе сканатора 3,8 Вт. 
 

На рис. 4 показано изменение уровня мощности автодинного сигнала при после-
довательном лазерном сканировании двухслойной модели с различным содержанием 
агара в слоях. Мощность излучения 5 Вт, скорость сканирования 20 мм/с. Первый и вто-
рой проход (черная и красная линия соответственно) осуществлен в тонком верхнем 2% 
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слое агара, третий и шестой (зеленая и синяя линии) проход – в нижнем 5% слое. Видно, 
что при переходе от слоя с 2% содержанием агара к более плотному 5% слою происходит 
заметное возрастание мощности автодинного сигнала. Периодический характер измене-
ния мощности автодинного сигнала при третьем проходе связан с неравномерностью 
толщины верхнего 2% слоя на границах участка сканирования – излучение «захваты-
вает» слой с 5% содержанием агара.  
  

                                     
Рис.4.  Динамика мощности автодинного сигнала при лазерном сканировании двухслойного образца с    весовым 

содержанием агара в верхнем слое 2% и в нижерасположенном слое 5% (пояснение в тексте). 
Мощность лазерного излучения – 5 Вт, скорость сканирования – 20 мм/с. Стрелкой обозначено 

начало лазерного сканирования. 
 

Выводы 
Исследованы особенности автоматизированного лазерного испарения поверхности 

биомоделей на основе агара - от совокупности отдельных резов до испарения заданного 
участка поверхности. Показано, что при увеличении плотности лазерной штриховки 
(расстояние между резами менее диаметра лазерного пятна) и уменьшении скорости ска-
нирования аблируемая поверхность биомодели приобретает более гладкий вид. При од-
нопроходном сканировании глубина съема материала биомодели может варьироваться 
от нескольких мм до 100 мкм за один проход.  

Проведены исследования по лазерному сканированию двухслойной биомодели с 
различным содержанием агара в каждом слое с одновременным детектированием авто-
динного сигнала. Показано, что такая диагностика автоматизированного лазерного испа-
рения поверхности двухслойной биомодели позволяет осуществлять контроль полного 
выпаривания каждого слоя. 

Работа проведена в рамках выполнения государственного задания НИЦ «Курчатов-
ский институт».  

Заключение 
Авторы считают, что в данной работе новыми являются следующие положения и 

результаты:  
Показано, что в зависимости от степени перекрытия штриховых линий выпарен-

ная область поверхности может иметь как пилообразный, так и гладкий вид. Для данного 
типа биомоделей оптимальное расстояние между штриховыми линиями для получения 
ровной поверхности после сканирования равно диаметру лазерного пучка.  

Изменяя параметры сканирования (мощность, скорость и плотность сканирова-
ния), можно контролировать глубину испаряемого участка с точностью до 100 мкм. 

Исследовано лазерное сканирование двухслойной биомодели с различным содер-
жанием агара в каждом слое с одновременным детектированием автодинного сигнала. 
Показано, что такая диагностика автоматизированного лазерного испарения поверхно-
сти двухслойной биомодели позволяет осуществлять контроль полного выпаривания 
каждого слоя. 
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РАЗРАБОТКА СИСТЕМЫ ФОРМИРОВАНИЯ ДОЗОВОГО РАСПРЕДЕЛЕНИЯ 
ДЛЯ ПРОЕКТА ОНКООФТАЛЬМОЛОГИЧЕСКОГО КОМПЛЕКСА 
 ПРОТОННОЙ ЛУЧЕВОЙ ТЕРАПИИ «ОКО» 

В статье представлен краткий обзор развития протонной лучевой терапии 
(ПЛТ) в мире и в частности специализированных установок для протонной онкоофталь-
мологии в России. Представлены текущие результаты работы по реализации проекта 
создания комплекса протонной лучевой терапии онкоофтальмологических пациентов на 
базе циклотрона Ц-80 НИЦ «Курчатовский институт» - ПИЯФ, выполняемого в рамках 
Федеральной научно – технической программы, утвержденной Правительством РФ в 
марте 2020 года. В работе приводятся требования к характеристикам протонного 
пучка и особенности формирования дозовых распределений для ПЛТ пациентов с лока-
лизациями в области глаз, и текущие результаты разработки системы формирования 
и контроля параметров протонного пучка с данными проведения моделирования в MC 
TOPAS. 
Ключевые слова: протонная лучевая терапия, протонная онкоофтальмология, ком-
плекс протонной лучевой терапии. 
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DEVELOPMENT OF A BEAM DELIVERY SYSTEM FOR THE PROTON RADIA-
TION THERAPY ONCO-OPHTHALMOLOGICAL COMPLEX PROJECT «OKO» 
The article provides a brief overview of the development of proton beam therapy (PBT) in the 
world and, in particular, specialized facilities for proton onco-ophthalmology in Russia. The 
current results of the work on the implementation of the project to create a complex of proton 
radiation therapy for onco-ophthalmic patients based on the Ts-80 cyclotron of the National 
Research Center "Kurchatov Institute" - PNPI, carried out within the framework of the Federal 
scientific and technical program approved by the Government of the Russian Federation in 
March 2020, are presented. The paper presents the requirements for the characteristics of the 
proton beam and the features of the formation of dose distributions for PBT of patients with 
localizations in the eye area, and the current results of the development of a beam delivery 
system of the proton beam and the results of modeling in MC TOPAS. 
Keywords: proton beam therapy, proton onco-ophthalmology, complex of proton beam therapy. 
 

Введение  
Протонная лучевая терапия является эффективным методом лучевой терапии для 

многих типов опухолей. В гетерогенных органах пучки протонов могут обеспечить луч-
шую конформность дозы по сравнению с фотонами благодаря основному отличию про-
тонного излучения, заключающемуся в том, что протоны при пролете в человеческом 
теле отдают большую часть своей энергии непосредственно в опухоль, а затем останав-
ливаются. Это позволяет доставлять к опухоли более высокие дозы, уменьшая при этом 
повреждение окружающих здоровых тканей [1, 2]. Наиболее значимыми преимуще-
ствами протонной терапии перед стандартным фотонном и рентгеновским излучениями 
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являются: снижение риска повреждения здоровых тканей, меньшее количество кратко-
срочных и долгосрочных побочных эффектов, улучшение качества жизни и меньшая ча-
стота вторичных осложнений.  

Варианты лечения опухолей глаза включают хирургическое вмешательство (ло-
кальную резекцию или энуклеацию), химиотерапию, термотерапию и лучевую терапию 
[3]. Протонная терапия дает преимущества при лечении меланомы глаза, поскольку она 
позволяет сохранить здоровые ткани. 

Первый клинический центр протонной лучевой терапии на базе больницы был 
открыт в 1990 году в Медицинском центре Университета Лома Линда. С тех пор в мире 
уже работает более 105 центров ПЛТ в том числе специализированные установки для 
проведения протонной лучевой терапии пациента с локализациями в области глаз, и 
около 300 000 человек во всем мире прошли протонную терапию в центрах США, Ев-
ропы и Азии [4]. 

В России первая установка для протонной лучевой терапии пациентов с локали-
зациями в области глаз была построена в начале 1980-ых годов в Курчатовском ком-
плексе теоретической и экспериментальной физики НИЦ «Курчатовский институт» (ра-
нее НИЦ «Курчатовский институт» - ИТЭФ) и профункционировала до начала 2012 года. 
За это время было пролечено около 1500 онкоофтальмологических пациентов – четверть 
всего мирового опыта на тот момент.  

На этом история отечественной ПЛТ пациентов с локализациями в области глаз 
прервалась т.к. из 3-х работающих центров ПЛТ в России, в 2-х из них – в МИБС в С.Пе-
тербурге на базе циклотрона Varian (активное формирование дозовых формирований с 
использованием гантри) и на отечественном синхротроне PROMETEUS в Обнинске (не-
достаточная интенсивность выводимого пучка) - ПЛТ пациентов с локализациями в об-
ласти глаз проводить невозможно, а в 4-х-кабинном центре фирмы IBA в Димитровграде 
специализированная кабина для облучения мишеней в области глаз до сих не введена в 
эксплуатацию. 

В то же время, очевидной альтернативы ПЛТ для данной локализации практиче-
ски нет: хорошо зарекомендовавшая себя брахитерапия применяется для мишеней огра-
ниченных размеров, использование гамма-найфов возможно, однако, при нескольких 
сотнях работающих установок в мире, количество пролеченных пациентов с локализа-
циями в области глаз сравнимо с количеством этих установок, в то время, как в одной 
только Ницце (Франция) на протонном офтальмологическом пучке на конец 2020 года 
было пролечено 6 684 пациента [5]. 

Наиболее перспективным проектом в России для проведения протонной лучевой 
терапии пациентов с локализациями в области глаз является проект создания в НИЦ 
«Курчатовский институт» - ПИЯФ комплекса протонной лучевой терапии онкоофталь-
мологических пациентов на базе циклотрона Ц-80, реализуемый в рамках Федеральной 
научно – технической программы, утвержденной Правительством РФ в марте 2020 года 
[6]. Реализация комплекса протонной лучевой терапии онкоофтальмологических паци-
ентов на базе циклотрона Ц-80 НИЦ «Курчатовский институт» - ПИЯФ и вывод его на 
проектный годовой поток пациентов решит проблему лечения сложных онкологических 
заболеваний таких, как меланома глаза, для целого региона РФ. 

Комплекс протонной лучевой терапии онкоофтальмологических пациентов на 
базе циклотрона Ц-80 НИЦ «Курчатовский институт» - ПИЯФ представляет собой спе-
циализированный процедурный кабинет с фиксированным в пространстве направлением 
протонного пучка. В этой работе исследуется система формирования и контроля протон-
ного пучка, которая позволяет формировать дозовые распределения, предназначенные 
для проведения протонной лучевой терапии мишеней глаза (ОФТ) и некоторой части 
мишеней орбиты глаза (ОРБ) 

Цель работы 
Целью работы является разработка системы формирования и контроля 
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протонного пучка (СФКП) для комплекса  протонной онкоофтальмологии и построение 
3D модели системы, учитывающей характеристики протонного пучка и особенности 
формирования дозовых распределений для ПЛТ пациентов с локализациями в области 
глаз, а также выполнение аналитического и численного моделирования СФКП в MC 
TOPAS. 

Также целью работы является определение требований к характеристикам про-
тонного пучка с учетом особенностей формирования дозовых распределений для ПЛТ 
пациентов с локализациями в области глаз. 

Материалы и методы 
Онкоофтальмологический комплекс протонной лучевой терапии на базе 

циклотрона Ц-80. Создание онкоофтальмологического комплекса на базе действую-
щего циклотрона Ц-80, размещаемого на территории НИЦ «Курчатовский институт» – 
ПИЯФ («ОКО»), предназначено для обеспечения высокотехнологичными средствами 
лечения пациентов со сложными онкоофтальмологическими заболеваниями Северо-За-
падного региона России и частично из других регионов страны.  

 
Рис. 1. Конфигурация расположения технологического оборудования проекта «ОКО» 

 
Создаваемый онкоофтальмологический комплекс имеет в своем составе следую-

щее оборудование и системы: 
− кресло-позиционер с системой управления; 
− устройство транспортировки терапевтического протонного пучка от уско-

рителя к лучевой установке (ЛУ); 
− формирования дозового распределения; 
− мониторинга пучка и поглощенной дозы; 
− позиционирования пациента; 
− программно-аппаратный комплекс (ПАК), интегрированный в автомати-

зированную систему управления технологическим процессом и лучевой установкой 
(АСУ ТП и АСУ ЛУ); 

План расположения основных узлов технологического оборудования схематиче-
ски представлен на рис. 1 [8, 9]. 

Особенностью формирования дозовых распределений для ПЛТ пациентов с 
локализациями в области глаз является то, что, несмотря на малые размеры облучае-
мой мишени (диаметр глазного яблока не превышает 25 мм), интенсивность используе-
мого пучка должна быть весьма высокой: 

− во-первых, в протонной онкоофтальмологии принято использовать крупное фрак-
ционирование — как правило, необходимая доза в 60 Гр подводится за 4 сеанса (вместо 
обычных 30-ти); 
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− во-вторых, желательно снижать время облучения мишени до десятков секунд из-
за особенностей позиционирование мишени (добровольная фиксации взора на нужном 
направлении); 

− в-третьих, при использовании протонов низкой энергии (порядка 70 МэВ) для  
формирования равномерного поперечного дозового распределения кпд использования 
интенсивности выводимого в процедурную кабину протонного пучка не превышает 5% 
для глубокозалегающих мишеней и уменьшается еще на порядок при облучении мише-
ней переднего отрезка глаза из-за того, что уменьшение остаточного пробега протонов 
осуществляется посредством торможения пучка с помощью поглотителя, который, как 
правило, размещается на расстоянии порядка 1 м от изоцентра установки из-за необхо-
димости обеспечения высоких латеральных градиентов дозы. Поглотитель сильно рас-
сеивает пучок, что приводит к дополнительной потере интенсивности. 

Эти особенности необходимо учитывать при проектировании медицинских уско-
рителей, если на них предполагается проводить ПЛТ пациентов с локализациями в обла-
сти глаз. Но для сильноточного циклотрона Ц80 эта проблема не стоит, т.к. даже без 
использования специальных методов формирования, призванных экономить интенсив-
ность пучка, отбираемая у ускорителя интенсивность для облучения мишеней  глаза не 
превышает 1 % от максимальной проектной. 

Проектирование системы формирования дозовых распределений, используемых  
при проведении ПЛТ, основывается на общих требованиях к характеристикам формиру-
емых дозовых распределений и к особенностям облучаемой мишени:  

− пробег протонного пучка, определяется анатомическими характеристиками облу-
чаемой мишени и потерями энергии, связанными с формированием дозового распреде-
ления. Пробег протонов с энергией Ер = 75 МэВ в воде 4.66 г/см2 [3], даже  с учетом 
потерь на традиционное формирование для ОФТ - мишеней, избыточен, но увеличивает 
возможности для ОРБ - мишеней;  

− равномерность поперечного дозового распределения должна оставаться в преде-
лах от 98% до 102% значения дозы на оси; 

− максимальный размер поля: диаметр до 30 мм достаточен для всех ОФТ-мише-
ней, что связано с размерами глазного яблока, а диаметр 50 мм достаточен для мишеней 
ОРБ; 

− мощность дозы: определяется величиной дозы 15 Гр за сеанс и оптимизируется 
по времени – учитывая крайнюю подвижность облучаемой мишени и методику добро-
вольной фиксации взора при позиционировании мишени на пучке, оптимальное время 
на отпуск дозы в сеансе – 15-30 сек, т.е. необходимая мощность дозы находится в интер-
вале 0.5-1 Гр/с; 

− боковая полутень представляет собой расстояние между точками дозы 80% и 
20%. Обычно она должно быть не более 2 мм и, по возможности, должна быть миними-
зирована. Важный параметр, минимизация которого сильно зависит от размещения эле-
ментов формирования дозового поля на тракте транспортировки протонного пучка. К 
таким элементам относятся модификатор энергетического спектра (гребенчатый фильтр, 
ГФ), формирующий равномерное (+- 2.5%)  глубинное дозовое  распределение, соответ-
ствующее максимальному размеру облучаемой мишени вдоль направления распростра-
нения протонного пучка, и тормозитель – плоскопараллельная пластина из материала с 
Z близким к 1 г/см2 – который останавливает протонный пучок на заданной глубине. 
Экспериментальные исследования в НИЦ «Курчатовский институт» - ИТЭФ показали 
(Рис.2), что удовлетворительное значение величины латерального градиента достигается 
только при достаточном удалении ГФ и тормозителя от места расположения облучаемой 
мишени.  По общепринятой методике облучения ОФТ-мишеней расстояние от обреза 
коллиматора до изоцентра установки не может быть меньше 7 см. Моделирование с ис-
пользованием программы Монте-Карло показало, что оптимальное расстояние от изо-
центра установки, где располагается облучаемая мишень, до поверхности ближайшего 
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рассеивающего элемента, должно составлять не менее 91 см. На рисунке 3 показана за-
висимость величины латерального спада дозы (80% - 20%) от размещения сборки (гре-
бенчатый фильтр + рассеиватель) на расстоянии 91 см от последнего коллиматора (ниж-
няя правая кривая) и непосредственно перед этим коллиматором (три верхних кривых).  

                                                 

                                          
Рис. 2 Зависимость величины спада дозы на латеральной границе мишени от места расположения 
элементов формирования, рассеивающих протонный пучок (ГФ и тормозителя), измеренная с ис-

пользованием фотодозиметров на протонном офтальмологическом пучке в ИТЭФ 
 

 
Рис.3 Зависимость величины спада дозы на латеральной границе мишени от места расположения элементов 
формирования, рассеивающих протонный пучок (ГФ и тормозителя) – моделирование с помощью программы 

Монте-Карло IThMC. 
 

Система формирования дозового распределения для комплекса протонной лу-
чевой терапии онкоофтальмологических пациентов на базе циклотрона Ц-80 реализо-
вано по схеме однократного рассеивания. 

Схематическое изображение основных компонентов СФКП показано на рис. 4. 
Пучок протонов выходит в воздух необиевое выводное окно толщиной через 25 мкм, 
расположенное на расстоянии около 1,9 м от изоцентра установки. По ходу распростра-
нения пучка по воздуху на СФКП располагаются следующие элементы слева направо: 
первая ионизационная камера, которая служит монитором профиля пучка на входе в 
СФКП, коллимирующее устройство, которое сопряжено с рассеивающей (материал с вы-
соким Z и высокой плотностью) фольгой, механическое устройство быстрого прерыва-
ния подачи пучка, коллимирующее устройство, барабан со сменными модификаторами 
энергетического спектра протонного пучка (МЭСП), устройство регулировки глубины 
пробега протонного пучка, биологическая защита - плита из карбида бора, используемая 
для остановки нейтронов, образующихся в СФКП (в основном за счет регулировки глу-
бины пробега протонного пучка и при рассеянии), двух ионизационных камеры, которые 
служат как монитором профиля пучка, так и интегральной камерой отпуска предписан-
ной дозы и устройство «носик», представляющее собой стационарный коллиматор, в ко-
торый устанавливаются съемные коллиматоры с апертурой 3 см, 5 см и набором инди-
видуальных диафрагм и болюсов.  

В работе рассматривается компоновка СФКП со съемным коллиматором с апер-
турой 3 см, который определяет собой максимальный размер поля, необходимый при 
проведении ПЛТ пациентам с внутриглазными новообразованиями. Изоцентр установки 
находится в 7 см от торца съемного коллиматора по ходу распространения протонного 
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пучка. В состав СФКП помимо оборудования, отвечающего за формирования дозового 
распределения, также входит вспомогательное оборудование для реализации технологии 
ПЛТ ОФТ мишеней, в частности система светового позиционирования пациента, позво-
ляющая визуализировать на поверхностных тканях тела пациента световым пучком 
форму поперечного дозового распределения, создаваемую посредством индивидуальной 
диафрагмы, а также система углового контроля положения глазного яблока позволяю-
щая выполнять процедуру позиционирования мишени в системе координат лучевой 
установки в соответствии с заданным программой дозно-анатомического планирования 
положением глазного яблока и для контроля положения мишени в реальном времени при 
отпуске дозы по технологии произвольной фиксации взора пациента. 

 
Рис. 4. Компоновка составных частей СФКП, установленных на станине оптической скамьи 

 
Таблица 1. Оборудование, установленное на станине оптической скамьи СФКП 

Поз. Наименование 
1 Вакуумопровод (не входит в состав СФКП) 
2 Станина оптической скамьи 
3 Система мониторинга пучка и поглощенной дозы 
4 Коллимирующее устройство (Коллиматор) 
5 Устройство для смены модификаторов энергетического спек-

тра протонного пучка 
6 Устройство регулировки глубины пробега протонного пучка 
7 Стационарная защита пациента (биозащита) 
8 Шаттер №1  
9 Система светового позиционирования пациента 
10 Устройство  «носик» 
11 Шаттер №2 
12 Система углового контроля положения глазного яблока (фик-

сационная точка) 
 
Поперечные и глубинные профили дозового распределения, полученные в изо-

центре, должны соответствовать строгим клиническим требованиям: латеральный гра-
диент, равномерность модифицированной кривой Брэгга (SOBP), оптимальная мощ-
ность дозы и боковая полутень, значения которых были приведены выше. 

Все эти свойства дозового распределения определяются оптическими свойствами 
пучка протонов на входе в СФКП, компоновкой СФКП, геометрией рассеивателя и 
МЭСП. 

Для расчета компоновки СФКП и геометрии МЭСП была предложена следующая 
модель: 
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− аналитический расчет технологических характеристик МЭСП (высоты и 
толщины единичного профиля периодической структуры МЭСП) с помощью программы 
NEU, Готтчелк); 
− моделирование МЭСП с помощью программы МК TOPAS с использованием 
параметров профиля из аналитического расчета и данных о характеристиках протонного 
пучка и элементов системы формирования; 
− корректировка с помощью программы МК TOPAS технологических 
характеристик МЭСП до достижения заданных характеристик глубинного дозового 
распределения:  

• заданная длина плато модифицированной кривой Брэгга (по 97.5% изодозе); 
• равномерность глубинного дозового распределения в районе плато ±2.5 %);  

Моделирование СФКП на основе математической модели, реализо-
ванной в программном продукте МК TOPAS. Для более точной оценки пара-
метров дозового распределения была построена 3D модель системы формирова-
ния в программном продукте МК TOPAS, который позволяет промоделировать 
взаимодействие протонного пучка со всеми элементами, входящими в состав 
УФКП и расположенными на оси распространения пучка. Геометрия размещения 
элементов системы формирования объемного дозового распределения показана 
на рис. 5. 

 

 
Рис.5 Геометрия размещения элементов системы формирования объемного дозового распреде-

ления 
 
Исходные данные математической модели системы формирования дозо-

вого распределения, представленной на рисунке 5: 
1. выходное окно: ниобий, h = 0.025 мм, Z=1900 мм; 
2. рабочая область ионизационной камеры ИК1 (ИК- ионизационная камера):  
водоэквивалентная толщина 0.202 мм, геометрический размер 128*128*52 мм,  
Z=1850 мм; 
3. коллиматор: сталь, h =10 мм, максимальный d=80 мм, Z=1750 мм; 
4. рассеиватель: тантал, h=0.92 мм, Z=1750 мм; 
5. коллиматор: сталь, h=10 мм, d=60 мм, Z=1150 мм; 
6. МЭСП: фотополимерная смола, d=80 мм, Z=1100 мм; 
7. тормозитель переменной толщины: hmax = 30 мм; 
8. биозащита: борированный полиэтилен, h =100 мм, максимальный d=80 мм, Z = 750 

мм; 
9. коллиматор: сталь, h =10 мм, d=70 мм, Z=600 мм; 
10. рабочая область ИК2: водоэквивалентная толщина 0.202 мм, геометрический 

размер 128*128*52 мм, Z=500 см; 
11. рабочая область ИК3: водоэквивалентная толщина 0.202 мм, геометрический 

размер 128*128*52 мм, Z=450 мм; 
12. плита носика: латунь, h=10 мм, Z=275 мм; 
13. труба носика: латунь, h= 93.3 мм, Dmax =80 мм, Dmin=60 мм, Z=233.3 мм; 
14. конус носика: латунь, h = 106.7 мм, Dmax1=80 мм, Dmin1=60 мм, Dmax2= 40 мм, 

Dmin2=30 мм,  Z=133.3 мм; 
15. чистовая диафрагма: латунь, h=10 мм, Dmax=30 мм, Dmin=5 мм, Z=75 мм; 
16. водный фантом: вода, объем V(x,y,z)=30*30*40 мм3, Zц=-20 мм, 
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где Z – координата положения середины элемента системы формирования 
на оптической скамье (Z=0 – изоцентр лучевой установки), h - толщина элемента 
по Z, d и D – диаметры. 

Исходные данные параметров протонного пучка для математической мо-
дели системы формирования дозового распределения представлены в таблице 2. 

 
Таблица 2. Параметры протонного пучка на входе в СФКП 

 
Наименование Значение 

начальная энергия, выводимая из 
ускорителя, Е0=75 МэВ 

энергетический разброс, dE/E=0.267 % 
пространственное распределение 
гауссово, со стандартными отклоне-
ниями, 

σх = 2.8 мм, σу = 2.3 мм 

угловое распределение импульсов 
гауссово, со стандартными отклоне-
ниями, 

σϴх = 4 мрад, σϴу = 1.5 
мрад 

 
Разработанная 3D модель компоновки СФКП (рис. 6) позволила провести деталь-

ные исследования характеристик модификаторов энергетического спектра протонного 
пучка и сформировать набор модификаторов энергетического спектра (МЭСП), обеспе-
чивающий равномерное глубинное дозовое распределение с длиной плато от 5 до 35 мм 
с неравномерностью дозы в пределах заданного объема облучаемой мишени не выше ± 
2,5 %. 

 

 
Рис.6 Модель СФКП в программном продукте МК TOPAS. Протоны показаны синим цветом, электроны - жел-

тым, гамма - красным, нейтроны - розовым. 
 

На рисунке 7 показан график глубинного дозового распределения одного из 
МЭСП, обеспечивающего формирование глубинного дозового распределения протон-
ного пучка в водоэквивалентной среде с модифицированной кривой Брэгга длинной 13 
мм, при остаточном пробеге 35 мм.  

 
Рис. 7 График глубинного дозового распределения 
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Для исследуемого МЭСП в геометрии СФКП была установлена нулевая толщина 
тормозителя (поз. 7, рис.5) 0 мм и толщина рассеивателя (поз. 4, рис.5) - 0.92 мм (тантал, 
плотность ρ=16.65 г/см3). 

Заключение  
В работе представлены и обсуждаются результаты, полученные при моделирова-

нии системы формирования и контроля протонного пучка, разрабатываемой в рамках 
реализации проекта создания комплекса протонной лучевой терапии онкоофтальмоло-
гических пациентов на базе циклотрона Ц-80 НИЦ «Курчатовский институт» - ПИЯФ.  

Проведено детальное исследование характеристик СФКП, определен набор 
устройств для формирования модифицированного пика Брэгга (SOBP), выполнена 
оценка дистального и латерального спада дозы. 

По результатам проведенного исследования рассчитан, спроектирован и изготов-
лен в сотрудничестве с АО «НПО «МРТЗ»» комплект оборудования для формирования 
дозовых распределений при проведении ПЛТ внутриглазных новообразований. Выпол-
ненные работы закладывают основу для дальнейшего проведения исследований с ис-
пользованием уже протонного пучка в рамках пусконаладочных работ, что позволит 
уточнить и скорректировать геометрию отдельных элементов СФКП с целью получения 
клинически точных дозиметрических характеристик формируемых дозовых распределе-
ний. 

Проведенные исследования и моделирования СФКП проведены в рамках вы-
полнения государственного задания НИЦ «Курчатовский институт», проектирова-
ние и изготовление комплекта оборудования за счет НИЦ «Курчатовский инсти-
тут» - ПИЯФ. 
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РЕЗУЛЬТАТЫ КОНФОКАЛЬНОЙ МИКРОСКОПИИ РОГОВИЦЫ ПОСЛЕ 
YAG-ЛАЗЕРНЫХ ВМЕШАТЕЛЬСТВ НА ТКАНЯХ ПЕРЕДНЕГО СЕГМЕНТА 
ГЛАЗА 
Лазерная дисцизия (ЛД) вторичной катаракты (ВК) и лазерная иридэктомия (ЛИРЭ) в 
основе которых заложен эффект лазерной фотодеструкции тканей, может приво-
дить к развитию осложнений, в том числе со стороны роговицы. В работе исследова-
лось состояния роговицы после ЛД ВК и ЛИРЭ с помощью современного метода – кон-
фокальной микроскопии роговицы.  
Ключевые слова: Nd:YAG-лазер, капсула хрусталика, вторичная катаракта, роговица, 
радужка, лазерная капсулотомия, лазерная иридэктомия. 
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RESULTS OF CONFOCAL MICROSCOPY OF THE CORNEA AFTER YAG LASER 
TREATMENT ON THE TISSUE OF THE EYE ANTERIOR SEGMENT 
Laser discission (LD) of secondary cataract (SC) and laser iridotomy (LIE), which are based 
on the effect of laser photodestruction of tissues, are not without drawbacks associated with the 
risk of complications, including those of the cornea. In this study the condition of the cornea 
after LD of SC and LIE were researched using a modern method - corneal confocal microscopy.  
Keywords: Nd:YAG-laser, lens capsule, secondary cataract, cornea, iris, laser capsulotomy, 
laser iridectomy. 
 
Введение  

Лазерная фотодеструкция (ЛФД) тканей является основой современной лазерной 
реконструктивной хирургии в офтальмологии [1]. Чаще всего применяется при т.н. вто-
ричной катаракте (ВК) – послеоперационном помутнении задней капсулы хрусталика 
(ЗКХ). В этом случае проводят лазерную дисцизию (ЛД) ВК. Пациентам с закрытоуголь-
ной глаукомой (ЗУГ) или узким углом передней камеры глаза выполняют лазерную 
иридэктомию (ЛИРЭ).  Несмотря на все преимущества широко используемых лазерных 
технологий, в основе которых заложен эффект ЛФД тканей, их применение может со-
провождаться развитием лазериндуцированных осложнений [1-4], в том числе, связан-
ных с повреждением роговицы [5, 6Ошибка! Источник ссылки не найден.].  

Неправильная фокусировка лазерного излучения может приводить к поврежде-
нию роговицы в виде сетки трещин [7, 8]. В случае, если облучаемая структура находится 
очень близко к роговице, это может привести к повреждению ее эндотелиального слоя и 
вызвать дефицит эндоделиальных клеток роговицы (ЭКР) [9, 10]. Снижение популяции 
ЭКР приводит к дегенеративным изменениям роговицы [11]. Таким образом, при лазер-
ных вмешательствах на структурах переднего сегмента глаза риск повреждения рого-
вицы тем выше, чем ближе зона воздействия лазерного излучения к самой роговице. Ве-
роятность повреждения роговицы также увеличивается при ЛИРЭ из-за таких анатоми-
ческих особенностей, как мелкая передняя камера (ПК), закрытый или узкий угол ПК, 
избыточно толстый хрусталик в относительно коротком глазу.  

До настоящего времени основным методом оценки состояния роговицы после ла-
зерных вмешательств (ЛД, ЛИРЭ) на переднем отрезке глаз являлся метод зеркальной 
микроскопии, который имеет ограничения и позволяет оценить только задний эпителий 
роговицы [12, 13]. Конфокальная микроскопия роговицы (КМР) - более современный 
метод исследования, который позволяет проводить прижизненную морфологическую 
оценку структуры роговицы. Использование данного метода исследования, как правило, 
ограничивается оценкой роговицы при общих заболеваниях [14-20]. При этом отсут-
ствуют научные работы, раскрывающие возможности КМР в вопросе оценки безопасно-
сти лазерных фотодеструктивных глазных вмешательств (в частности - ЛД ВК и ЛИРЭ), 
в связи с чем проведение дальнейших исследований в этом направлении является акту-
альным. Применение метода КМР позволит изучить возможные структурные преобразо-
вания в роговице после ЛФД и способствовать в будущем разработке оптимальных ал-
горитмов, обеспечивающих безопасность лазерного вмешательства. 
Цель работы. 

Цель данной работы состояла в исследовании состояния роговицы после лазерной 
дисцизии (ЛД) вторичной катаракты (ВК) и лазерной иридэктомии (ЛИРЭ) с помощью 
метода конфокальной микроскопии роговицы (КМР). 
Материалы и методы. 

Все пациенты были распределены на 2 группы. Первая группа состояла из 36 
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пациентов (41 глаз) с диагнозом "Артифакия, Вторичная катаракта", которым была про-
ведена ЛД ВК. Пациенты данной группы были разделены на две подгруппы в зависимо-
сти от состояния роговицы – 1 А (22 глаза, 54 %) с неизмененной роговицей и 1 Б (19 
глаза, 46 %) с наличием различных изменений в роговице. Вторая группа включала 20 
пациентов (24 глаза) с диагнозом "Закрытоугольная глаукома" (15 случаев, 62,5 %) и 
"Подозрение на глаукому" (9 случаев, 37,5 %), которым была проведена ЛИРЭ. 

На приборе HRT-3 фирмы Heidelberg (Германия) с насадкой Rostock Cornea, ис-
следовали состояние роговицы до и после лазерных операций.  Исследовали различные 
параметры, включая толщину роговицы в центре, количество ЭКР, полиморфизм и по-
лимегатизм ЭКР, состояние нервных волокон и наличие депозитов на поверхности рого-
вицы. Исследовали центральную зону роговицы, которая является самой важной, опти-
чески активной областью. КМР позволяла получить изображение размером 384×384 пик-
селей, покрывающее площадь роговицы в 0,4х0,4 мм. При отборе пациентов в первую 
группу учитывались степень помутнения ЗКХ и их оптическая плотность, которые опре-
деляли методом биомикроскопии на щелевой лампе Opton (Германия) и с помощью ска-
нирующей системы для исследования переднего отрезка глаза Pentacam HR (Oculus, Гер-
мания).  

Гониоскопию (исследование угла ПК глаза) осуществляли по стандартной мето-
дике с использованием гониолинзы Magna view (Ocular, США). При осмотре оценивали 
профиль и степень открытия УПК по классификации Shaffer. Основным критерием для 
определения пациента во 2 группу являлось наличие закрытого или очень узкого УПК.  
Глубину передней камеры и расстояние от ЗКХ до роговицы оценивали на оптическом 
когерентном биометре IOL Master 700 (ZEISS, Германия).  

Операции проводили на Nd:YAG лазерном офтальмодеструкторе LPULSA SYL-
9000 Premio фирмы LightMed (Тайвань-США), λ=1,064 мкм. Рассекаемые лазерным де-
структором ткани (задняя капсула хрусталика (ЗКХ), радужка) имели различную тол-
щину и плотность. В связи с этим при подборе энергетических параметров в каждом слу-
чае использовали тактику постепенного увеличения энергии до получения эффекта «про-
боя» в ткани по схеме, описанной в статье [21]. Данную тактику использовали в под-
группе 1А и во 2 группе. В подгруппе 1Б рассечение ЗКХ проводили по методике после-
довательной модификации ткани на минимально возможных значениях энергии, что 
было связано с наличием имеющихся изменений в роговице и высокой вероятностью ее 
дополнительной травматизации в связи с проведением лазерного вмешательства. С этой 
целью достижения эффекта добивались не за счет повышения уровня энергии, а за счет 
увеличения кратности лазерных импульсов. Медикаментозное сопровождение заключа-
лось в назначении перед лазерной операцией и после ее проведения глазных капель с 
нестероидным противовоспалительным действием. 
Полученные результаты. 

Изучение оптической плотности ВК (помутнений в ЗКХ) позволило подразделить 
пациентов в 1 группе на условно «мягкие» пленки (псевдорегенераторная форма ВК) и 
условно «твердые» (фиброзная форма ВК).  В подгруппе 1А с неизмененной роговицей 
количество мягких пленок ВК составило 17 (77 %) случаев, твердых – 5 (23 %). В группе 
1Б с исходно измененной роговицей количество случаев с мягкими пленками ВК соста-
вило 10 (53 %) случаев, твердых – 9 (47 %). 

Значительные различия в группах сравнения имел зафиксированный пороговый 
уровень энергии ввиду неоднородной плотности облучаемых вариантов ЗКХ с помутне-
ниями и в связи с неоднородной толщиной радужки.  Средний уровень энергии в им-
пульсе составлял: в 1А группе – 2.77 мДж, 1Б – 2.55мДж, 2 группе – 3.7 мДж. Средний 
показатели суммарной энергии составили: в 1А группе – 212.5 мДж, 1Б – 180 мДж, 2 
группе – 430.5мДж. Среднее расстояние от роговицы до облучаемой структуры (ЗКХ или 
радужки) составляло: в 1А группе – 4.47мм, 1Б – 4.43мм, во 2 группе – 2.45мм. Известно, 
что в 1 группе исходное состояние роговицы различалось из-за изначально имеющей 
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место сопутствующей патологии в 1Б группе. Поэтому представляло интерес исследова-
ние роговицы до и после лазерного воздействия в условиях уже имеющихся изменений 
и в случаях с интактной роговицей. Ниже приведены результаты сравнительного анализа 
отдельных показателей, демонстрирующих состояние роговицы в динамике по данным 
КМР (Табл.1). 

 
Таблица 1 

Динамика показателей роговицы в группах сравнения до и через месяц после лазерного вмешательства 
Показатели роговицы (1-А группа) 

М ± σ 
(1Б группа) 
М ± σ 

2группа  
М ± σ 

толщина рого-
вицы, мкм 

до 552 561 559 
после 554 569 570 
р 0.508 0.027 0.000 

Количество ЭКР 
кл/мм2 

до 1459 1395 2056 
после 1408 1286 1910 
р 0,000 0.001 0,000 

 
Из таблицы 1 следует, что показатель толщины роговицы в 1 А группе после ла-

зерного вмешательства значительно не изменился (р>0,05), в то же время толщина рого-
вицы в группах 1 Б и 2 претерпел заметные изменения, выражающиеся достоверным уве-
личением данного показателя (р<0,05). Другой показатель, отражающий количество эн-
дотелиальных клеток роговицы (ЭКР), при сравнении до и после лазерного воздействия, 
также имел достоверные различия в каждой подгруппе (р<0,05). 

Во всех случаях после ЛД ВК и ЛИРЭ были выявлены изменения различной сте-
пени выраженности. В 1А группе в большинстве случаев выявлены единичные гиперре-
флектирующие включения с четкими границами, округлой формы, экранирующие эндо-
телиальный слой роговицы. Минимальная потеря ЭКР (до ЛД ВК – 1459/мм2, после – 
1408/мм2) позволила сохранить правильную гексогональную форму клеток и объясняла 
отсутствие признаков усиления их полиморфизма и/или полимегатизма (рис. 1, а, б). 
 

 
Рис.1. Картина конфокальной микроскопии роговицы пациента 1А группы: 

а – до лазерного вмешательства слой ЭКР не изменен; 
б – после лазерного вмешательства слой ЭКР выглядит интактным, отмечаются единичные гиперрефлек-

тирующие включения белого цвета (обозначено стрелками), гексогональная форма ЭКР сохранена. 
 
В 1Б группе было выявлено лазериндуцированное уменьшение количества ЭКР. 

Так, при среднем количестве ЭКР до ЛД ВК 1395/мм2, данный показатель после лазер-
ного вмешательства снизился до уровня 1286/мм2. Кроме того, отмечено заметное уси-
ление полиморфизма и полимегатизма ЭКР за счет уменьшения плотности клеток на 
единицу площади, их перераспределения и компенсаторного увеличения размера.  
Наряду с перечисленными изменениями в группе 1Б после ЛД определялось умеренное 
количество гиперрефлектирующих включений, а также заметное повышение рефлектив-
ности ядер ЭКР (рис.2, а, б, с). Перечисленные изменения в группе 1Б имели преимуще-
ственный характер и отличались большей степенью выраженности при сравнении с груп-
пой 1А.  
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Рис.2. Картина конфокальной микроскопии роговицы пациента 1Б группы: 

а – до лазерного вмешательства отмечается умеренно выраженный полиморфизм и полимегатизм 
ЭКР; 

б - после лазерного вмешательства определяется умеренное количество гиперрефлектирующих включе-
ний, частично экранирующих ЭКР (указано стрелками); 

с - проявления полимегатизма и полиморфизма эндотелиальных клеток роговицы на фоне исходного и 
дополнительно индуцированного лазерным излучением дефицита ЭКР (на снимке красным цветом обве-

дены границы измененных по форме и размеру клеток, зеленым цветом – граница неизмененной по 
форме и размеру клетки). 

 
Во 2-ой группе после проведения ЛИРЭ выявлялось большое количество гипер-

рефлектирующих включений разных размеров, в значительной степени экранирующих 
эндотелиальный слой роговицы. Столь многочисленные депозиты, покрывающие рого-
вичный эндотелий, являются продуктами лазерной абляции радужки, формирующиеся в 
процессе проведения ЛИРЭ. Наличие во 2 группе большого количества депозитов после 
лазерного воздействия связано с разлетом аблированных фрагментов ткани радужки в 
непосредственной близости от роговицы. Кроме того, характерным для пациентов 2 
группы являлось повышение рефлективности ядер ЭКР и достоверное уменьшение ко-
личества клеток до уровня 1910/мм2, при исходной средней плотности ЭКР – 2056/мм2. 
Также отмечено заметное усиление полиморфизма и полимегатизма ЭКР (рис.3 а, б, с).  
 

 
Рис.3. Картина конфокальной микроскопии роговицы пациента 2 группы: 

а – до лазерного вмешательства слой ЭКР выглядит интактным и содержит нормальные по форме и 
размеру клетки; 

б - после лазерного вмешательства отмечено появление большого количества (до нескольких сотен в 
поле зрения) гиперрефлектирующих включений разных размеров, в том числе крупных депозитов (обо-
значено стрелками), расположенных на эндотелии роговицы и   повышение рефлективности ядер ЭКР. 

с – на фоне относительного уменьшения плотности ЭКР отмечается усиление их полимегатизма и 
полиморфизма (на снимке красным цветом обведены границы измененных по форме и размеру клеток, 
зеленым цветом – граница неизмененных клеткок), а также повышение рефлективности клеточных 

ядер. 
 

Состояние нервных волокон роговицы оценивалось до и после  лазерных фотоде-
структивных вмешательств. Изучалась толщина нервных волокон, оценивались  их ход, 
направленность, рефлективность. Следует отметить, что проведение лазерных вмеша-
тельств существенным образом не повлияло на указанные  параметры (в качественном и 
количественном выражении) ни в одной из групп. В группе 2, где значения суммарной 
энергии намного превышали значения в 1 группе, даже  в условиях  повышенного риска 
для роговицы на фоне укорочения безопасной дистанции от роговицы до облучаемой 
структуры (радужки), не привели к заметным изменениям  нервных волокон роговицы 
(рис. 4, а, б).    
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Рис.4. Конфокальная микроскопия нервных волокон роговицы пациента 2 группы: 

а - до лазерного вмешательства (зеленой стрелкой указаны нервные волокна роговицы); 
б - после лазерного вмешательства толщина, ход, направленность и рефлективность нервных волокон не 

изменились (зеленой стрелкой указаны нервные волокна роговицы). 
 

В ходе исследования определялась зависимость между изменениями роговицы по 
данным КМР и параметрами лазерного вмешательства (значениями энергии импульса, 
количеством импульсов, суммарными значениями энергии). Кроме того, изучалось вли-
яние на изменение в роговице фактора, учитывающего расстояния от роговицы до облу-
чаемой структуры. В связи с этим изменения в роговице после лазерных реконструктив-
ных вмешательств были распределены на 3 степени (минимальные, умеренные, макси-
мальные) в зависимости от выраженности изменений с учетом представленных ниже 
критериев (табл. 2). 

 
Таблица 2 

Критерий Степень изменения роговицы по данным КМР 
Минимальные Умеренные Максималь-

ные 
Толщина роговицы 
 (в мкм) 

без изменений/ недо-
стоверное увеличе-
ние, до 5 мкм 

Увеличение, от 
6 до 10 мкм 

Увеличение, 
более 10 мкм 

Гиперрефлектирующие 
включения, в поле зре-
ния (в п.з.) 

Единичные 
До 50 в п.з.  

умеренное ко-
личество от 50 
до 100 в п.з. 

большое ко-
личество 
более 100 в 
п.з. 

Потеря ЭКР (количе-
ство) 

Минимальная (до 50 
клеток) 

Умеренная 
(от 50 до 100 
клеток) 

Значительная 
(более 100. кле-
ток) 

Степень рефлективно-
сти ядер ЭКР 

 
 

Повышенная 
 

Повышенная 
 

Полимегатизм ЭКР (ко-
личество измененных 
ЭКР по размеру в % от 
общего количества нор-
мальных ЭКР) 

не выражен, менее 
5% 

Слабое усиле-
ние, от 5% до 
10%  

Заметное уси-
ление, более 
10% 

Полиморфизм ЭКР не выражен слабое усиление Заметное уси-
ление 

Нервные волокна рого-
вицы 

не изменены 
 

не изменены 
 

не изменены 
 

 
В таблице 3 приведены энергии импульса и значения суммарной энергии воздей-

ствия, а в таблице 4 соответствующие зависимости изменений роговицы по данным КМР 
в каждой группе. 
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Параметры воздействия КМР для каждой группы                                 Таблица 3 
Изменения рого-
вицы по данным 
КМР/ количество 
глаз 

Энергия импульса (мДж) 
(m ± σ), по группам 

Суммарная энергия (мДж) 
(m ± σ), по группам 

1А 1Б 2 1А 1Б 2 

Минимальные 2.25 ± 
0.27* 

2.17 ± 
0.3* 

3.63 ± 
0.56*** 

149.7 ± 
74.9** 

147.6 ± 
59.2*** 

226.8 ± 
117.69* 

Количество(глаз) 15 4 5 15 4 5 

Умеренные 2.81 ± 
0.46* 

2.64 ± 
0.41* 

3.64 ± 
0.63*** 

168.7 ± 
74.7** 

169.6 ± 
90.9*** 

466.1 ± 
59.26* 

Количество(глаз) 5 7 8 5 7 8 
Максимально вы-
раженные 

3.57 ± 
0.45* 

3.15  ± 
0.3* 

4.14 ± 
0.6*** 

361.3 ± 
182.8** 

264 ± 
203.1*** 

726 ± 
145.72* 

Количество(глаз) 2 8 11 2 8 11 
Примечание: влияние на роговицу показателей уровня энергии лазерного излучения 
и топографических параметров –*(р=0,000–0,005); **(р=0,02); ***(р>0,05) 

 
Зависимость изменений роговицы по данным КМР в каждой группе……..             Таблица 4 
Изменения рого-
вицы по данным 
КМР/ количе-
ство глаз 

Расстояние от роговицы до кап-
сулы/радужки (мм) (m ± σ), по груп-
пам 

Толщина радужки 
(мкм) 
(m ± σ) 

1А 1Б 2 2 
Минимальные 4.5 ± 0.48*** 4.24 ± 1.24*** 2.59 ± 0.56* 313.22 ± 16.82* 
Количество(глаз) 15 4 5 5 
Умеренные 4.37 ± 0.76*** 4.54 ± 0.23*** 2.45 ± 0.22* 360.1 ± 8.09* 
Количество(глаз) 5 7 8 8 
Максимально вы-
раженные 4.51 ± 0.85*** 4.64 ± 0.37*** 2.18 ± 0.29* 393.4 ± 8.56* 

Количество(глаз) 2 8 11 11 
Примечание: влияние на роговицу показателей уровня энергии лазерного излучения 
и топографических параметров –*(р=0,000–0,005); **(р=0,02); ***(р>0,05) 
Выводы. 

Из сопоставления данных таблиц 3 и 4 следует, что изменения роговицы после 
ЛД ВК в подгруппе 1А зависели от уровня энергии одиночного импульса (р<0,05), а 
также от суммарной энергии р<0,05). 

Изменения роговицы после ЛД ВК в подгруппе 1Б зависели от уровня энергии оди-
ночного импульса (р<0,05) и практически не были связаны с расстоянием от ЗКХ до ро-
говицы (р>0,05). 

Таким образом показано, что изменения роговицы во 2 группе после ЛИРЭ зави-
сели от: 

- суммарной энергии (мДж) (р<0,05);  
- расстояния от роговицы до радужки (в мм) (р<0,05);  
- исходной толщины радужки (р<0,05);  

 
Заключение 

Авторы считают, что в данной работе новыми являются следующие положения и 
результаты:  

Возможность развития после ЛФД осложнений со стороны роговицы в опреде-
ленной степени связана с исходным состоянием роговицы. Риск развития повреждения 
роговицы повышается с уменьшением фокусного расстояния «роговица-облучаемая 
структура», прежде всего – при проведении ЛИРЭ.  

Увеличение уровня энергии лазерного излучения и ее суммарных значений также 
способствует повреждению роговицы, что возможно при плотной ВК и толстой радужке.  

Сопоставление параметров лазерного воздействия с изменениями роговицы по 
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данным КМР раскрывают основные факторы риска, способствующие повреждению ро-
говицы в результате ЛФД тканей в переднем отрезке глаза и должны учитываться при 
разработке алгоритмов лазерных вмешательств с целью повышения их безопасности.   
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. 
Введение 
Глимфатическая система - недавно открытая макроскопическая система выведе-

ния отходов, в которой используется уникальная система периваскулярных туннелей, 
образованная астроглиальными клетками, способствующими эффективному выведению 
растворимых белков и метаболитов центральной нервной системы [1]. 

Динамика глимфатической системы впервые охарактеризована in vivo с помощью 
двухфотонной микроскопии на мышах в 2012 году. При применении доступного сегодня 
метода магнитно-резонансной томографии (МРТ) было показано, что глимфатическая 
система существует и у людей. Сегодня исследования глимфатической системы об-
ширны, но существует множество нерешенных вопросов [2, 3, 4].  

Известно, что нарушения в работе глимфатической системы рассматриваются как 
фактор риска развития возраст ассоциированных изменений головного мозга, нейровас-
кулярных, нейродегенеративных заболеваний, а также нарушений восстановления после 
травм головного мозга [5, 6, 7]. Множество работ посвящено связи между дисфункцией 
глимфатической системы (ГС) и нейродегенерацией, связанной с черепно-мозговой 
травмой, когнитивными нарушениями при заболеваниях мелких сосудов головного мозга 
[7, 8 ,9]. Существуют публикации, посвященные роли  ГС при развитии перитуморального 
отека при опухолях головного мозга [10], но пока недостаточно данных, подтверждающих 
влияние глимфатической  системы на локализацию первичных и вторичных (метастатиче-
ских) новообразований, что представляет интерес для изучения патогенеза возникновения 
последних в связи с их распространенностью, незначительной пятилетней выживаемо-
стью, а также развитием сопутствующей симптоматики, в том числе когнитивных нару-
шений, что, несомненно, сказывается на качестве жизни. 

Цель работы  
Провести анализ источников литературы для формирования собственных гипо-

тезы и методов оценки участия глимфатической системы в патогенезе первичных и 
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вторичных злокачественных новообразований головного мозга. 
Материалы и методы 
Был проведён анализ и обобщение имеющихся публикаций по тематике работы 

за последние 8 лет в реферативных базах данных PubMed и РИНЦ.  
Основные результаты и их обсуждение 
Основным направлением исследований в области глимфатической системы в по-

следние годы стало изучение её морфологического строения и выведения амилоида – β, 
а также участия в патогенезе таких заболеваний, как болезни Альцгеймера и Паркенсона. 
Однако, статей, посвящённых новообразованиям головного мозга, недостаточно [10 - 
13]. 

Основными биологическими тест-системами при проведении экспериментальных 
работ по изучению глимфатической системы выступают грызуны  [14, 11, 15]. Однако, 
встречаются исследования, посвященные применению методов визуализации ГС по-
средством МРТ сканирования у человека [16]. 

В работе Jie Tang и др. в качестве маркера, идентифицирующего  дисфункцию 
глимфатической системы, выступало изменение индекса ALPS, указывающего на про-
ницаемость для жидкостей тканей головного мозга [17]. Однако, появились статьи по 
изучению вастеосом, изменение концентраций которых так же могут использоваться в 
качестве маркера дисфункции [18]. 

Основным методом визуализации глимфатической системы является МРТ с кон-
трастом, в качестве которого используется гадолиний и меченая О17 вода [19]. По дан-
ным публикаций основной методикой при проведении исследований ГС выступила диф-
фузионная МРТ, для  которой представлено сопутствующее программное обеспечение, 
повышающее точность получаемых результатов и изображений при МРТ [20]. 

Говоря о взаимосвязи опухолей головного мозга и глимфатической системы, сле-
дует отметить, что нарушение глимфатических функций коррелирует с ростом злокаче-
ственности опухолей головного мозга. Эта дисфункция особенно выражена при диффуз-
ных глиомах, где она связана с мутационным статусом IDH и степенью опухоли (по клас-
сификации Всемирной Организации Здравоохранения). Исследователями была выдви-
нута гипотеза о различии вовлечения ГС в развитие перитуморального отёка при ново-
образованиях ГМ и иных патологических состояниях, таких как инсульт или черепно-
мозговая травма. Предполагается, что лучшее понимание глимфатической функции в 
контексте опухолей головного мозга потенциально может стать основой для формирова-
ния целенаправленных терапевтических стратегий и способствовать лучшему лечению 
опухолеассоциированных отеков. Данная гипотеза начала проверяться Туркиным А.М. 
и соавторами в 2023 году на менингиомах, и в их исследованиях было показано, что ста-
тистически значимое влияние на образование отёка оказывала дисфункция ГС [13]. 

Hu X, Deng Q, Ma L и соавторы показали, что глимфатическая система может иг-
рать важную роль в иммунитете к опухолям головного мозга и быть нацелена на имму-
нотерапию опухолей головного мозга [12]. 

Выводы  
Авторы считают, что для реализации комплексного подхода исследования уча-

стия глимфатической системы в патогенезе новообразований головного мозга необхо-
димо: 

- в качестве тест-объектов при проведении экспериментальных работ по исследо-
ванию роли глимфатической системы в патогенезе новообразований головного мозга 
необходимо использовать не только грызунов, но и лабораторных приматов, так как их 
морфология ближе к человеческой; 

 - применение гадолиния и меченой О17 воды экономически не эффективно, в 
связи с чем, в качестве основного метода визуализации и оценки структуры и функции 
глимфатической системы целесообразно использовать диффузионную МРТ без усиле-
ния; 
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- оценку функции глимфатической системы рационально проводить при помощи 
анализа индекса ALPS на диффузионной МРТ совместно с определением уровня ва-
стеосом.  

Заключение 
Таким образом, в работе определены актуальность изучения роли глимфатиче-

ской системы в патогенезе и ее влияние на локализацию новообразований головного 
мозга, тест-объекты для проведения экспериментальных исследований, а также маркеры 
и наиболее рациональный метод визуализации функции ГС.   
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МОДЕЛИРОВАНИЕ ЭНДОВАЗАЛЬНОЙ ЛАЗЕРНОЙ ОБЛИТЕРАЦИИ НА  
ДЛИНЕ ВОЛНЫ 0.98 МКМ  
Проведено моделирование эндовазальной лазерной облитерации (ЭВЛА) на длине волны 
0.98 мкм в программе COMSOL Muliphysics. Рассчитаны температурные поля, потоки 
и процесс коагуляции при движении оптоволокна в вене. Разработанная модель может 
использоваться для прогнозирования и подбора режима воздействия (мощность излуче-
ния, скорость движения волокна) для ЭВЛА.  
Ключевые слова: варикозное расширение вен, лазеры, оптическое волокно, теплопере-
нос, коагуляция. 
 

 A.N. Konovalov. V.I. Yusupov 
NRC “Kurchatov Institute” 

 
SIMULATION OF ENDOVASAL LASER OBLITERATION AT A WAVELENGTH OF 
0.98 µm  
Endovasal laser obliteration (EVLA) at a wavelength of 0.98 μm was simulated in the COMSOL 
Multiphysics program. Temperature fields, flows and the coagulation process during the move-
ment of optical fiber in a vein are calculated. The developed model can be used to predict and 
select the impact mode (radiation power, fiber speed) for EVLA.  
Keywords: varicose veins, lasers, optical fiber, heat transfer, coagulation. 
 
Введение.  

Варикозное заболевание вен – распространенное и коварное заболевание, связан-
ное с их необратимым расширением в результате патологических процессов и приводя-
щее к нарушению нормального кровотока. За два последних десятилетия «золотым стан-
дартом» лечения этого заболевания стала эндовазальная лазерная облитерация (коагуля-
ция) ЭВЛО [1-3]. При такой процедуре пораженная вена пережимается с двух сторон, в 
ее полость вводится лазерное волокно, затем лазер включается, а волокно постепенно 
выводится с постоянной скоростью. В результате теплового воздействия на венозные 
стенки происходит их деградация и выведение сосуда из общего кровотока. И хотя среди 
специалистов достигнут определенный консенсус об оптимальных параметрах лазерного 
воздействия, до сих пор происходят их активные поиски [4-10].  

Так, проходят активные дискуссии о том, какие же длины волн лучше использо-
вать [2,4,6,7,9]. Первую группу составляют лазеры с λ=810 нм, 940 нм, 970 или 980 нм. 
Это излучение относительно слабо поглощается водой. Во вторую группу входят лазеры 
с λ=1.47, 1.56 или 1.94 мкм, излучение которых очень эффективно поглощается водой 
[11]. Основное преимущество ЭВЛО с использованием лазеров из второй группы заклю-
чается в существенно большем вкладе эффектов взрывного кипения волы, что приводит 
к периодической очистке торца волокна от сгустков коагулированной и карбонизирован-
ной крови. Преимущество при применении лазеров из первой группы заключается в их 
доступности и относительной дешевизне. 

Клинические наблюдения показывают, что технология ЭВЛО с использованием 
диодного лазера с λ=980 нм в непрерывном режиме представляется безопасной и эффек-
тивной [12]. Однако для более детальной ее отработки необходимо понимать, какие гид-
родинамические процессы происходят в просвете вены и какие при этом достигаются 
температуры. Такие исследования могут проводится путем экспериментального или 
компьютерного моделирования. Моделирование, проведенное с плазмой крови [13] поз-
волило изучить особенности генерации пузырьков, струйных и конвективных течений и 
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образования коагулянта. В [7] на модели in vivo показано, что средняя температура на 
торце волокна при ЭВЛО с лазерами из первой группы превышает 700 °С. При этом ока-
залось, что на внешней поверхности вены температура во время ЭВЛО достигает лишь 
от 40-49 °С [14] до 80-90 °С [5]. В [14] с использованием термопар было показано, что 
температура на оптической оси на удалении 4 мм от торца волокна лежит в диапазоне 
40-85 °С, что может быть достаточно для денатурации белка. Для уточнения механизма 
действия лазерного излучения при ЭВЛО необходимо провести сравнение этих «точеч-
ных» значений с результатами компьютерного моделирования. 

Оптические методы регистрации могут дать более полную информацию, но для 
этого необходимо использовать прозрачные среды. В [1] в качестве среды для модели-
рования процессов при ЭВЛК использовалась вода, а в [2] - водный раствор поверх-
ностно-активного вещества и сыворотки крови. Более подходящим объектом для моде-
лирования процессов теплопередачи при лазерном нагреве крови является плазма крови, 
которая по составу ближе к крови и содержит ряд коагулирующих белков, таких как 
фибриноген и антигемофильный глобулин, отсутствовавших в сыворотке крови [3]. 
Цель работы. 

Разработка модели процесса ЭВЛО на длине волны 0.98 мкм и изучение методом 
численного моделирования особенностей формируемых тепловых полей, гидродинами-
ческих потоков и коагуляции сыворотки крови в вене.  
Материалы и методы. 

Моделирование процесса ЭВЛО производилось с использованием программы 
COMSOL Muliphysics 6.1. Рассчитывались тепловые поля, гидродинамические потоки и 
коагуляция, которые возникают в вене в процессе воздействия лазерного излучения, вы-
ходящего из торца волокна. Моделирование осуществлялось как 3-х мерная задача с вре-
менной динамикой в 3D геометрии, которая показана на рис.1. 

 
а 

 
б 

Рис.1 Геометрия (a) и расчётная сетка (б) для мультифизической задачи эндовазальной лазерной 
облитерации. Расчётные зоны: 1 – окружающая биоткань, 2 – полость сосуда с кровью, 3 – оптическое во-

локно. 
 

Цилиндр с внешним диаметром Ra представляет внешнюю среду вены. Полость 
в этом цилиндре представляет полость вены с внутренним диаметром Rv. В данной мо-
дели не учитывается стенка вены как отдельный элемент геометрии, поскольку её тепло-
физические параметры не столь отличаются от окружающей ткани, чтобы значительно 
повлиять на картину теплопередачи. Данная цилиндрическая полость не сквозная. Это 
необходимо для моделирования пережатия вены перед операцией. Расчёт гидродинами-
ческих процессов осуществлялся только в этой полости, моделирующей полость вены, 
где располагается кровь, тогда как тепловые поля и коагуляция ткани осуществлялись во 
всей области 3D модели. Оптоволокно моделируется цилиндром радиуса r_fiber, кото-
рый расположен в полости вены. При моделировании процесса ЭВЛО цилиндр радиуса 
r_fiber, сдвигался справа налево с задаваемой скоростью V. Это осуществлялось с ис-
пользованием инструмента подвижной сетки в COMSOL Muliphysics.  

Расчёт температуры и гидродинамических потоков рассчитывался с помощью 
мульти-физической связки стандартных узлов “Heat Transfer in Solids and Fluids” и 
“Laminar Flow” программы COMSOL. Для моделирования термогравитационной конвек-
ции, возникающей при локальном неоднородном нагреве крови, в расчёте была учтена 
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сила гравитации, направленная вертикально сверху вниз. В качестве граничного условия 
для тепловой задачи бралась постоянная температура равная температуре тела человека 
36.6 OC. Для задачи гидродинамики в качестве граничного условия для левой границы 
области 2 бралось условие открытой границы. Для остальных границ в задаче гидроди-
намики устанавливалось условие “без проскальзывания”.  

Излучение, выходящее из волокна, имеет Гауссовый профиль с изменяющимся 
радиусом, который определяется апертурой волокна. В качестве зависимости радиуса 
пучка от расстояния до волокна x бралась линейная зависимость: 

r0(∆x) = 0.3 [мм] + 0.1 * ∆x [мм]      (1) 

где ∆x - расстояние до торца волокна. Эта зависимость определяется параметром апер-
туры используемого волокна на длине волны 0.98 мкм.  
Интенсивность лазерного излучения моделировалось в виде: 

𝐼𝐼0(𝑟𝑟,∆𝑥𝑥) = 𝑃𝑃0
𝜋𝜋𝑟𝑟02(∆𝑑𝑑)

𝑒𝑒
−� 𝑟𝑟2

𝑟𝑟0
2(∆𝑥𝑥)

�−µ𝑒𝑒𝑒𝑒𝑒𝑒∆𝑑𝑑
      (2) 

где r2 = y2 + z2, P0 – мощность лазерного излучения, µeff - эффективный коэффициент 
экстинкции, µa, - коэффициент поглощения.  
Объёмный источник тепловыделения соответственно брался как: 

𝑄𝑄𝑇𝑇(𝑟𝑟,∆𝑥𝑥) = 𝐼𝐼0(𝑟𝑟,∆𝑥𝑥)µ𝑎𝑎       (3) 
Процесс коагуляции описывался дифференциальным уравнением, для доли С исходных 
некоагулированных молекул белков с учётом конвективного движения среды: 
𝑑𝑑С
𝑑𝑑𝑑𝑑

+ 𝑢𝑢�⃗ ∙ ∇С = −С 𝐴𝐴𝑒𝑒−𝐸𝐸𝑎𝑎/(𝑅𝑅𝑇𝑇)        (4) 

где 𝑢𝑢�⃗ – скорость движения конвективного потока в крови, A и Ea – константы в интеграле 
Аррениуса, которые описывают температурную зависимость скорости коагуляции.  
При отсутствии движения среды ⌊u ⃗ ⌋=0 данное уравнение переходит в обычное уравне-
ние для скорости коагуляции, решением которого является известный интеграл Аррени-
уса.  
Коагуляция крови в вене приводит к тому, что её вязкость резко возрастает с температу-
рой, что в конечном итоге приводит к закупорке вены в процессе (ЭЛО). Данное обстоя-
тельство нами моделировалось как зависимость вязкости крови от температуры и от па-
раметра С по квадратичному закону. 

η = 2.5[mPa ∗ s] + 80[mPa∗s∗K]
T−273.15[K] + 104[mPa ∗ s](1 − 𝐶𝐶)2   (3) 

Данная полуэмпирическая зависимость была получена по данным зависимости вязкости 
белка яйца от температуры, представленной в [15]. Такой подход для описания величины 
вязкости плазмы крови может использоваться как некоторое приближение, поскольку 
как яичный белок, так и кровь содержат примерно 80% воды, причём примерно 50% бел-
кового состава составляет альбумин. В связи с этим нами в качестве параметров A и Ea 
в интеграле Аррениуса использовались значения для белка альбумина [15]. В Таблице 1 
приведены значения всех параметров для данной мультифизической задачи.  
 

Таблица 1. Расчётные параметры геометрии в мультифизической задаче. 
Расчётная зона 
3D модели 

Физическая величина Значение Единица 
измере-
ния 

1 Окружающая 
ткань 

Теплофизические параметры мышца из БД COM-
SOL 

 

 Коэффициент поглощения, a 0.5 см-1 
 Коэффициент экстинкции, eff 5 см-1 
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Расчётная зона 
3D модели 

Физическая величина Значение Единица 
измере-
ния 

 Радиус расчётной зоны, Ra 2 мм 
 Длина расчётной зоны, L0+Hb 24  
2 Плазма крови Теплофизические параметры вода из БД COMSOL  
 Коэффициент поглощения, a 0.5 см-1 
 Коэффициент экстинкции, eff 0.65 см-1 
 Динамическая вязкость формула (3)  
 Радиус расчётной зоны, Rv 1 мм 
 Длина расчётной зоны, L0 17 мм 
    
3 оптоволокно Теплофизические параметры кварцевое стекло из 

БД COMSOL  
 

 Радиус расчётной зоны, r_fiber 0.3 мм 
 Начальная длина, L_fiber 12 мм 
 Скорость вытягивания волокна, 

V 
-1 мм/с 

Все расчётные 
зоны 

A 3.8*1057 с-1 

 Ea 3.88*105 Дж/моль 
 Шаг по времени 20 мс 

 
Полученные результаты. 

Для сравнения нами был произведён расчёт для двух случаев: без учёта коагуля-
ции и с учётом коагуляции. В первом случае в формуле вязкости (3) не учитывалось сла-
гаемое (1-С)2. На рис.2 приведено распределения скорости потока в вене в плоскости X- 
в разные моменты времени для этих двух случаев. 

Слева от торца волокна наблюдается сильная неоднородность в поле скоростей. 
Это вызвано тем, что в этой области размер расчётной сетки устанавливался достаточно 
большим. Установка крупной сетки оправдывается тем, что эта зона до торца волокна не 
столь информативна для понимания физических явлений, которые происходят в про-
цессе ЭВЛО и это позволило сократить время счёта за счёт существенного уменьшения 
количества узлов сетки.  

Как видно из рис.2 в начальный момент времени заметной разницы в распределе-
нии потоков не наблюдается. Затем по мере движения волокна разница в потоках для 
этих двух случаев становится существенной. Это связано с тем, что по мере разогрева 
среды возникает процесс коагуляции с быстрым возрастанием вязкости. В области, где 
происходит этот процесс, резко снижается скорость потоков. Это видно на рис.2 справа 
для моментов времени 2.5 с, 5 с и 10 с. Также эта разница наблюдается и для моментов 
времени более ранних, например, для момента времени 0.8 с и дальше. Появляется явная 
компонента скорости вдоль оси Х, тогда как при отсутствии коагуляции в основном дви-
жение происходит снизу вверх за счёт конвективного потока. Это указывает на то, что в 
некоторый момент времени некоторый объём жидкости начинает двигаться по направ-
лению к волокну как единое целое. Затем данное движение к волокну прекращается, что 
видно по синему цвету правой части рис.2. Данное поведение потоков жидкости в ка-
пилляре объясняется возникновение коагулянта на торце волокна, который начинает 
двигаться вместе с волокном. Затем, когда размер коагулянта становится достаточно 
большим происходит закупорка вены, движение коагулянта. В последующем происхо-
дит постепенное нарастание коагулянта по направлению торца волокна по мере разо-
грева новой порции объёма жидкости, поступающей к торцу волокна при его движении. 
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Рис.2 Распределения скорости потока внутри вены в плоскости X-Z проходящей через центр 

вены в разные моменты времени. Слева – без коагуляции, справа – при учете процесса коагуляции. 
Стрелками обозначено направление движения потока.  
 
Это хорошо видно на распределении концентрации коагулированного белка в разные 
моменты времени, приведённой на рис.3. На этом же рисунке слева приведено распреде-
ление температурного поля. 

 
Рис.3 Распределение температуры (слева) и концентрации коагулированного белка (справа) в вене в процессе 

ЭВЛО в различные моменты времени. 
 

В ЭВЛО наиболее важным показателем процесса является температура стенки 
вены. Эта температура и её динамика будут определять произойдёт ли деградация вены. 
На рис.4 приведено распределение температуры на верхней и нижней поверхности вены 
в разные моменты времени. Как видно из рисунка, если в расчётах не учитывать коагу-
ляцию, наблюдается заметная разница в температуре верхней и нижней стенки вены. 
Например, в момент времени 5 с эта разница в температурах достигает примерно 42 °С. 
Тогда как при учёте коагуляции разница температур составляет величину 7 - 8 °С. Это 
связано с тем, что в отсутствии коагуляции термогравитационная конвекция по направ-
лению снизу вверх существенна, что приводит к большему разогреву верхней стенки со-
суда. 
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Рис.4 Распределение температуры на верхней (красная линия) и нижней (синяя линия) поверхности 
вены в разные моменты времени без учёта коагуляции (a) и с учётом коагуляции (б). 

 
Выводы. 

Проведено теоретическое численное исследование процесса эндовазальной лазер-
ной облитерации на длине волны 0.98 мкм с использованием программы COMSOL 
Muliphysics. Разработанная модель может использоваться для прогнозирования и проек-
тирования процесса эндовазальной лазерной облитерации и подборов режимов воздей-
ствия (скорость движения волокна, мощность излучения) с учётом параметров вены.  

 
Работа проведена в рамках выполнения государственного задания НИЦ «Кур-

чатовский институт». 
 
Заключение  

Авторы считают, что в данной работе новыми являются следующие положения и 
результаты:  

-впервые разработана модель процесса эндовазальной лазерной облитерации на 
длине волны 0.98 мкм, в которой одновременно учитываются процессы тепло и массо-
переноса, а также коагуляции в их мультифизической связке;  

- результаты численного исследования продемонстрировали ряд особенностей 
нагрева и потоков, происходящих в вене, которые обусловлены постепенным образова-
нием коагулянта на торце волокна с последующим его отрывом; 

-показано, что при учёте процесса коагуляции при мощности излучения 10 Вт и 
скорости перемещения волокна 1 мм/с разность температуры верхней и нижней стенки 
вены составляет ΔТ ~ 7-8 °С, что заметно ниже, чем при расчёте без учёта процесса коа-
гуляции (ΔТ ~ 40 °С). 
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ИСПОЛЬЗОВАНИЕ БИОМАРКЕРОВ В ДИАГНОСТИКЕ ТРАВМАТИЧЕСКОГО 
ПОВРЕЖДЕНИЯ ГОЛОВНОГО МОЗГА: ОБЗОР ЛИТЕРАТУРЫ 
В работе представлен перечень базовых биомаркеров повреждения тканей головного 
мозга после черепно-мозговой травмы, из которых определены основные, имеющие 
наибольшее диагностическое значение. 
Ключевые слова: биомаркеры, нейровоспаление, травматическое повреждение голов-
ного мозга, черепно-мозговая травма, сотрясение головного мозга 
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Budko Alexander I., Trashkov Alexander P. 
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USE OF BIOMARKERS IN THE DIAGNOSIS OF TRAUMATIC BRAIN INJURY: 
LITERATURE REVIEW 
The paper presents a list of basic biomarkers of brain tissue damage after traumatic brain 
injury, of which the main ones that have the greatest diagnostic value are identified.  
Keywords: biomarkers, neuroinflammation, traumatic brain injury, concussion 

 
Введение  
К настоящему моменту ведущим методом диагностики черепно-мозговой травмы 

(ЧМТ) является компьютерная томография (КТ), благодаря которой возможно визуали-
зировать внутричерепные органические изменения головного мозга, являющиеся пока-
заниями к госпитализации пациентов. Однако, у 90–95% пациентов с лёгкой черепно-
мозговой травмой (ЛЧМТ) не определяются морфологические изменения [3], так как по-
вреждения характеризуются метаболическими, ионными, нейротрансмиттерными и дру-
гими клеточно-молекулярными нарушениями. Ограничение визуализации для диагно-
стики ЛЧМТ служит причиной поиска других доступных методов.  

В последние десятилетия активно исследуются механизмы вторичного поврежде-
ния тканей мозга, и ведется поиск биологических молекул, принимающих участие в па-
тогенезе этого повреждения. Полученные данные будут способствовать разработке но-
вых терапевтических методов, направленных на предупреждение развития нейродегене-
ративных процессов. 

Цель работы – провести анализ литературы и определить ключевые биомаркеры 
травматического поражения головного мозга, которые потенциально могут быть вклю-
чены в новые диагностические критерии ЧМТ и будут являться предиктором тяжелых 
исходов в отдаленном периоде после травмы. 

Материалы и методы 
Был проведен анализ источников литературы в базах данных Scopus, Web of Sci-

ence, MEDLINE/PubMed, CyberLeninka и E-library с использованием терминов в пред-
метных установках «биомаркеры», «нейровоспаление», «травматическое повреждение 
головного мозга», «черепно-мозговая травма», «сотрясение головного мозга». Из общего 
числа найденных публикаций отобраны научные работы, посвященные связи механиз-
мов развития ЧМТ и современных методов диагностики. Глубина поиска составила 10 
лет. 

Результаты 
Патогенез ЧМТ включает механизмы первичного и вторичного повреждения. К 

первому относится механическое воздействие на ткани мозга, ко второму – 
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нейровоспаление, эксайтотоксичность, нарушение ионного баланса и другие. Оба меха-
низма сопряжены с высвобождением в межклеточное пространство биологических мо-
лекул.  

Наиболее активное участие в патогенезе травмы принимают клетки астро- и мик-
роглии.   

Клетки микроглии первыми реагируют на повреждение в паренхиме головного 
мозга (ГМ) выделяя соответствующие цитокины: интерлекинов (ИЛ) -4, ИЛ-13, фактор 
некроза опухоли-α (ФНО-α), ИЛ-12, -6, -1β, NO, хемокинов CCL2, CXCL9, CXCL10 
[4,5,6,7] для утилизации разрушенных элементов ткани и влияя на процессы нейродеге-
рации и восстановления тканей мозга. Безусловно, цитокины являются полезными при 
оценке хронического воспаления в организме, но они обладают крайне низкой специ-
фичностью, что ограничивает их использование в качестве биомаркеров повреждения 
тканей ГМ.  

Другими клетками, реагирующими на травму, являются клетки астроглии. Они 
принимают участие в астроглиозе - это способствует выживанию нейронов и обеспече-
нию целостности гематоэнцефалического барьера (ГЭБ) [6], но при этом становится пре-
пятствием для регенерации аксонов нейронов. Активированные клетки астроглии повы-
шают экспрессию промежуточных филаментов, таких как глиальный фибриллярный 
кислый белок (GFAP) и виментин [7,8], которые необходимы для инициирования и под-
держания реактивного астроглиоза [9]. 

Белок GFAP на данный момент является наиболее перспективным сывороточным 
биомаркером ЧМТ, по данным метаанализа его чувствительность составляет от 67% до 
100% и специфичность - до 89% [10]. Реактивные астроциты способствуют воспалитель-
ной реакции при ЧМТ, секретируя цитокины, хемокины, оксид азота, молекулярные 
фрагменты, ассоциированные с повреждениями (DAMPs) и матриксную металлопроте-
иназу 9 (MMP-9) [11]. Астроциты продуцируют S100β, который усиливает нейрогенез в 
гиппокампе и улучшает восстановление когнитивных функций после ЧМТ [10], но это 
касается его наномолярных концетраций, а микромолярные концентрации нейроток-
сичны. Данный белок обладает высокой чувствительностью к повреждению тканей ГМ 
и его уровни достаточно коррелируют со степенью тяжести, но он обладает низкой спе-
цифичностью, так как обнаруживается при патологических процессах других органов, 
что ограничивает его изолированное применение. 

В развитии вторичных повреждений также участвуют нейроны, но в меньшей 
мере. Маркером разрушения этих клеток служат белковые компоненты, высвобождаю-
щиеся в межклеточное пространство. Повреждение аксонов нейронов сопровождается 
высвобождением легкого полипептида нейрофиламента (NfL) [12,13], этот белок выпол-
няет структурную функцию, и он особенно чувствителен к механическим и метаболиче-
ским нарушениям. Другим маркером аксонального повреждения является повышение 
основного белка миелина (MBP), главного поверхностного антигена олигодендроцитов, 
этот белок редко обнаруживается в биологических жидкостях и чаще свидетельствует о 
тяжелой степени, что ограничивает его применение как потенциального маркера 
[14].  Тау-белок (англ. tubulin associated unit) представляет собой̆ белок, который̆ играет 
роль в развитии нейронов, стабилизации аксонов и полярности нейронов. По данным R. 
Rubenstein и др. при воспроизведении модели повторяющейся закрытой легкой черепно-
мозговой травмы на мышах в коре ГМ общее количество тау-белка и фосфорилирован-
ного тау-белка увеличивалось в течение 1–10 дней и оставалось повышенным до 12 ме-
сяцев [15]. Было также показано, что уровни расщепленного тау-белка (С-tau) в сыво-
ротке значительно выше при тяжелой ЧМТ по сравнению с контрольной ̆группой [16]. 
Нейрон-специфическая энолаза (NSE) является гликолитическим ферментом цито-
плазмы нейронов ГМ, нейроэндокринных клеток и периферической нервной ткани. По 
данным исследований повышение уровней NSE в сыворотке крови коррелирует со сте-
пенью тяжести травмы [17]. 
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Выводы 
Детальное изучение механизмов, принимающих участие в развитии травматиче-

ской болезни головного мозга, является необходимым условием для формирования до-
стоверных методов диагностики и предупреждения осложнений. По результатам прове-
денного анализа литературы можно выделить следующие потенциальные биомаркеры 
GFAP, белок S100β и NSE, но исследования показали, что использование каждого био-
маркера в отдельности обладает недостаточной чувствительностью и специфичностью. 
Отсюда следует, что наиболее эффективной тактикой диагностики ЧМТ является ис-
пользование широкой панели биологических маркеров, которые позволят оценивать сте-
пень тяжести повреждения ГМ и отслеживать развитие нейровоспаления в отдаленном 
периоде после травмы. 

Заключение 
Авторы считают, что данная работа представляет новый взгляд на диагностику 

ЧМТ и рассматривают возможность дальнейшего введения данных биомаркеров в кли-
нические рекомендации, что позволит ускорить выявление ЧМТ и улучшить прогнози-
рование исходов у пациентов. 
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АЛЬТЕРНАТИВНЫЙ ПОДХОД К ОПРЕДЕЛЕНИЮ ГРУППОВОЙ ПРИНАД-
ЛЕЖНОСТИ КРОВИ 
В статье разобран маршрут определения групп крови начиная от извлечения источни-
ков для изготовления стандартных изогемагглютинирующих сывороток, эритроцитов 
и моноклональных антител (цоликлонов анти – А и анти - В) до получения заключения о 
групповой принадлежности крови реципиента или донора. Рассматривается возмож-
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AN ALTERNATIVE APPROACH TO DETERMINING BLOOD GROUP AFFILIA-
TION 
The article examines the route for determining blood groups, starting from the extraction of 
sources for the manufacture of standard isohemagglutinating serums, erythrocytes and mono-
clonal antibodies (anti –A and anti-B coliclones) to obtaining a conclusion on the group affili-
ation of the recipient's or donor's blood. The possibility of introducing an innovative method 
for determining blood group affiliation into practice is being considered. 
Keywords: blood type, refractive index, fiber – optic refractometric measuring transducer 
 
Введение.  

В основе группой несовместимости крови реципиента и донора лежит гемолиз 
агглютинированных эритроцитов реципиента под влиянием их физической деформации, 
активации системы комплимента или поглощения фагоцитирующими клетками миелоб-
ластного ряда, в особенности, лейкоцитами, вследствие закупорки ими мелких кровенос-
ных сосудов при образовании агглютинационных пар. Исходя из этого, на данный мо-
мент времени определение групповой принадлежности крови базируется на реакции аг-
глютинации – склеивании эритроцитов при взаимодействии одноименных агглютиноге-
нов (А, В), находящихся на мембране эритроцитов, и агглютининов (α, β) плазмы крови 
с образованием конгломератов – выше упомянутых агглютинационных пар [1]. Кровь 
доноров и реципиентов в норме подразделяют на четыре основные группы по системе 
АВ0 в зависимости от наличия или отсутствия антигенов A и B. Прежде чем осуществ-
лять переливание, необходимо определить группу крови реципиента и группу крови до-
нора для оценки их совместимости и, тем самым, исключения возможности агглютина-
ции [2]. Но является ли конечной точной прогресса подход, используемый для постав-
ленной цели на данный момент времени? 
Цель работы. 

Изложение необходимости в альтернативном подходе к определению групп 
крови реципиента и донора. Авторы считают актуальным разработку портативного во-
локонно – оптического рефрактометрического измерительного преобразователя для 
определения групп крови, рассматривают возможность внедрения прибора в практику.  
Материалы и методы. 

Теоретическая основа статьи базируется на Приказах министерства здравоохра-
нения РФ по порядку проведения проб на индивидуальную совместимость, инструкции 
изготовления стандартных изогемагглютинирующих сывороток для определения групп 
крови системы АВ0. Практическая часть статьи опирается на собственные исследования 
преломляющей способности различных сред волоконно- оптическим способом. 
Полученные результаты. 

На данный момент установление групповой принадлежности крови происходит 
по трём основным методикам:  

1. с применением стандартных изогемагглютинирующих сывороток (прямой спо-
соб); 
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2. с применением стандартных изогемагглютинирующих сывороток и стандарт-
ных эритроцитов (перекрёстный способ); 

3. с применением моноклональных антител (цоликлонов анти – А и анти - В). 
Рассмотрим первый способ определения групп крови с помощью стандартных 

изогемагглютинирующих сывороток. При этом способе в крови устанавливают наличие 
или отсутствие агглютиногенов и, исходя из этого, делают заключение о групповой при-
надлежности исследуемой крови. Путь стандартной изогемагглютинирующей сыво-
ротки от получения источников для её приготовления до её непосредственного примене-
ния затрагивает значительное количество инстанций и, соответственно, характеризуется 
немалой длительностью, расходом сырья и, как следствие, требует соответствующей 
оснащённости материально – технической базы для её производства. Стандартные изоге-
магглютинирующие сыворотки представляет собой плазму крови, приготовленную из 
крови людей и некоторых других жидкостей, лишённых фибриногена, но содержащих 
все остальные белки, в том числе и соответствующие агглютинины. В качестве субстрата 
для получения стандартной изогемагглютинирующей сыворотки может использоваться 
неконсервированная донорская кровь, плазма, плевральный транссудат, асцитическая 
жидкость при условии содержания в данных материалах достаточного для изготовления 
сывороток титра групповых антител. После отделения плазмы через процедуру плазма-
фереза крови от предварительно обследованного донора и постановки всех необходимых 
серологических проб на пригодность плазмы для изготовления из нее стандартной изоге-
магглютинирующей сыворотки выдаётся предварительное заключение о её пригодности 
с учётом скорости наступления агглютинации и титра агглютининов. Перед последую-
щими контролями качества продукта сыворотка консервируется на срок 10-12 дней при-
годными для неё консервантами, одни из которых борная кислота из расчета 2-3 г на 100 
мл сыворотки или азид натрия 1 г на 1 мл. После производится первый контроль сыво-
ротки, а ещё через 10-12 дней второй контроль сыворотки до розлива. Только после этого 
осуществляется фильтрование и окрашивание сыворотки с окончательным заключением 
о пригодности, розливе и паспортизации. Для окрашивания стандартных изогемагглю-
тинирующих сывороток используется чётко регламентированный перечень красителей. 
Стандартная изогемагглютинирующая сыворотка пригодна к применению лишь в тече-
ние 6 месяцев при хранении в холодильнике с температурой 4-8 градусов. Таким обра-
зом, к стандартной изогемагглютинирующей сыворотке предъявляется множество тре-
бований, начиная от физико-химических свойств, заканчивая условиями хранения, а 
также её использования. Сыворотка считается пригодной к использованию, когда: её 
групповой и титровальный состав полностью соответствует указанному на этикетке; 
первые признаки агглютинации появляются в течение первых 30 секунд; состав не ока-
зывает на эритроциты гемолизирующего действия; соблюдается её прозрачность, закон-
сервированность, окрашенность в светло-голубой, красный, желтый цвета в зависимости 
от группы. Температура окружающего воздуха во время определения группы крови 
должна придерживаться в пределах 15-25°С. Время ожидания окончательных результа-
тов – 5 минут [3].  

При определении группы крови по второму (перекрёстному) способу с помощью 
стандартных изогемагглютинирующих сывороток и стандартных эритроцитов использу-
ются одновременно соответственно стандартные сыворотки и стандартные эритроциты. 
При этом способе так же, как и при первом, определяют наличие или отсутствие агглю-
тиногенов и, кроме того, при помощи стандартных эритроцитов устанавливают наличие 
или отсутствие групповых агглютининов. Стандартные эритроциты приготавливают из 
крови доноров с заранее известной группой крови, хранят при 4-8°С. Срок их годности 
составляет только 2-3 дня. Кровь для исследования берут из вены в сухую пробирку, 
центрифугируют или оставляют в покое на 20-30 минут для разделения на сыворотку и 
эритроциты, что может быть не всегда осуществимо вследствие затрудняющих проведе-
ние реакции условий внешней среды или ограниченного времени на выдачу заключения 
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по групповой принадлежности донора или реципиента. Технология проведения данной 
пробы в разы сложнее, требует больших материально-технических затрат, усугубляется 
малым сроком годности стандартных эритроцитов и узким температурным диапазоном 
для их хранения [3].   

Существует ещё один способ, несколько отличающийся от первого и второго, при 
котором антигены А и В определяют с помощью цоликлонов анти-А и анти-В. Цолик-
лоны анти-А и анти-В являются продуктом гибридомных клеточных линий, полученных 
в результате слияния мышиных антителообразующих В-лимфоцитов с клетками мыши-
ной миеломы. В качестве консерванта для цоликлонов применяется азид натрия в конеч-
ной концентрации 0,1%. Срок годности цоликлонов также, как стандартных изоге-
магглютинирующих сывороток и стандартных эритроцитов ограничен и составляет два 
года при температуре хранения 2-8 °С. Вскрытый флакон можно хранить при темпера-
туре 2-8 °С в закрытом виде в течение одного месяца. Время ожидания результатов при 
проведении пробы с использованием цоликлонов анти-А и анти-В – 3 минуты [3]. 

Наш научный коллектив считает возможным разработку для определения групп 
крови портативного волоконно-оптического рефрактометрического измерительного 
преобразователя, принцип работы которого базируется на волоконно-оптическом спо-
собе определения коэффициента преломления исследуемой крови реципиента или до-
нора. При производстве портативного волоконно-оптического рефрактометрического 
измерительного преобразователя в качестве ресурсов не используются субстраты чело-
веческого или животного происхождения, срок годности ограничивается износом дета-
лей и самого прибора, что оказывается значительно выше, чем у вышеупомянутых реа-
гентов. 
 
Выводы. 

Существует ряд ошибок при определении групп крови. Ошибки, касающиеся не-
соблюдения температурного режима, заключаются в том, что при температуре в поме-
щении ниже 15-17°С может произойти ложная (холодовая) агглютинация, возникающая 
через 5-15 мин после смешивания крови с сывороткой, хлопья эритроцитов при холодо-
вой агглютинации не такие стойкие и могут исчезнуть при добавлении капли теплого 
физиологического раствора. При высокой же температуры окружающей среды (28° С и 
выше) реакция агглютинации начинается поздно или слабо выражена, вследствие чего 
может остаться незамеченной. Важно соблюдать правильные пропорции цоликлонов, 
сывороток и крови, для верного результата капля сыворотки или цоликлона должна быть 
в 5-10 раз больше капли крови, в противном случае агглютининов может не хватить для 
полноценного связывания агглютиногенов крови и реакции не произойдёт. Результаты 
могут оказаться неверными при истечении срока годности сывороток, эритроцитов или 
цоликлонов или неправильном их хранении. Необходимо помнить, что срок формирова-
ния агглютиногенов A и B в эритроцитах плода составляет 2-3 месяца, агглютинины α и 
β в плазме крови ребенка формируются после рождения.  Ошибочный порядок располо-
жения стандартных сывороток или эритроцитов в штативах, ошибочный порядок нане-
сения их на пластинку, загрязнение или применение мокрых пипеток, пластинок, пало-
чек, а также использование недоброкачественных стандартов, например, загрязненной 
или частично высохшей сыворотки, которая может вызвать неспецифическую реакцию 
агглютинации также могут привести к ложным результатам исследования. Отступление 
от изложенных правил может привести к ошибочным заключениям о групповой принад-
лежности исследуемой крови. 

Техническим результатом разрабатываемого научно-исследовательским коллек-
тивом изобретения является высокая точность измерения показателя преломления иссле-
дуемой жидкости; относительная простота конструкции (в которой отсутствует сложная 
оптическая система и сложные процедуры юстировки); существенное снижение массога-
баритных характеристик измерительного преобразователя.  
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Заключение.  
Авторы считают, что в данной работе новыми являются следующие положения и 

результаты: на данном этапе процесс определения группы крови начиная от извлечения 
источников для изготовления стандартных изогемагглютинирующих сывороток, эритро-
цитов и моноклональных антител (цоликлонов анти – А и анти – В) до получения заклю-
чения о групповой принадлежности крови реципиента или донора представляет из себя 
сложную процедуру, затрагивающую значительное количество инстанций с последова-
тельным применением всевозможных трудоёмких и затратных технологий, соответ-
ственно, характеризующуюся немалой длительностью, расходом сырья и, как следствие, 
требует адекватной оснащённости материально-технической базы.  

Предлагаемое нами устройство портативного волоконно-оптического рефракто-
метрического измерительного преобразователя, в своём функционировании не имеет 
тесной привязанности к определённым узким диапазонам абиотических факторов окру-
жающей среды: температурного режима, влажности, давления, осадков, движения воз-
душных масс. Хранения в местностях, отдалённых от привычных нам условий, предо-
ставляемых современной цивилизацией, не зависит от использования холодильных уста-
новок и прочих поддерживающих подходящие условия содержания аппаратуры, что мо-
жет быть особо актуально в настоящее время [4]. 
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THE UMBILICAL CORD IS THE OBJECT OF DIAGNOSIS 
The necessity of improving the accuracy and reliability of the assessment of the physical pa-
rameters of the fetus during childbirth by switching to objective indicators in the designated 
area is substantiated. Objective indicators allow you to collect and analyze large amounts of 
data, making it possible to identify hidden trends and patterns that may be missed in subjective 
assessments. Improved diagnostic accuracy and reduced errors will ensure early detection of 
abnormalities and timely measures to reduce the risks of adverse outcomes in the fetus and 
newborn. 
Keywords: pressure, blood flow rate, hypoxia, sensor, fiber optic refractometric measuring 
transducer 
 
Введение  

Среди важнейших этиологических факторов, играющих ключевую патогенетиче-
скую роль в развитии заболеваемости и смертности детей неонатального возраста, лиди-
руют гипоксически – ишемические повреждения мозга плода [1]. По этой причине 
крайне важна своевременная, объективная и точная диагностика состояний, возникших 
вследствие кислородного голодания головного мозга плода, что позволит обеспечить 
раннее выявление отклонений и принятие своевременных мер по нивелированию роли 
данных состояний в развитии возможных неблагоприятных исходов у плода и новорож-
денного.  

Объективные показатели, на основании оценки физических показателей состоя-
ния плода и новорожденного по новым современным методикам, позволяют собирать и 
анализировать большие объемы данных, делая возможным выявление скрытых тенден-
ций и шаблонов, которые могут быть пропущены при субъективных оценках. Улучшен-
ная точность диагностики и снижение погрешностей позволит обеспечить раннее выяв-
ление отклонений и принятие своевременных мер для снижения рисков неблагоприят-
ных исходов у плода и новорожденного. 
Цель работы - обоснование необходимости повышения точности и надежности оценки 
физических параметров плода во время родов путём перехода к объективным показате-
лям.  
Материалы и методы 

В качестве теоретической базы использовались данные из различных источников 
литературы, найденных в базах данных CyberLeninka, E-library, MEDLINE/PubMed по 
ключевым словам: "давление", "гипоксия", "датчик", "скорость кровотока". Были вы-
браны те работы, которые содержали информацию о связи между гипоксией и чувстви-
тельностью к ней различных диагностических методов. Также исследователи обратили 
внимание на влияние скорости кровотока на развитие гипоксических состояний и их ди-
агностику. Практическая часть статьи опирается на собственные исследования в области 
измерения давления различных сред и структур волоконно-оптическим способом. 
Полученные результаты 

На данный момент один из распространённых методов диагностики причин ги-
поксически-ишемических состояний головного мозга плода направлен на исследование 
кровообращения в сосудах пуповины и матки и основывается на ультразвуковом иссле-
довании, отличающимся от обычного тем, что  создание двухмерного цветного изобра-
жения происходит за счёт обработки аппаратом ультразвуковых волн, отражённых от 
передвигающихся объектов, в данном случае – элементов кровеносного русла, а не от 
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неподвижных тканей, что приводит к значительному изменению частоты отражённых 
лучей. Метод позволяет специалистам оценить скорость и направление кровотока в ис-
следуемых сосудах, их проходимость и состояние сосудистого русла в целом, выявить 
наличие, блокирующих кровоток плода, отклонений, непосредственно зависящих от эф-
фективности работы плаценты, состояния и работы кровеносной системы женщины в 
период беременности [2]. Окончательное формирование плаценты происходит, начиная 
с 20-й недели беременности, соответственно, проведение допплерометрического иссле-
дование раньше этого срока нецелесообразно и не может выступать в роли диагностиче-
ского критерия в следствие вариабельности получаемых значений, а наиболее информа-
тивным исследование является в период интенсивного роста плода, который происходит 
с 27-й по 34-ю неделю беременности. Оценка результатов обследования при проведении 
допплерометрии происходит с помощью анализа следующих показателей: систолодиа-
столическое отношение (СДО), индекс резистентности (ИР), пульсационный индекс 
(ПИ). Систолодиастолическое отношение – отношение максимальной и минимальной 
скорости кровотока артерии пуповины. Индекс резистентности – отношение разности 
между максимальной (систолической) и минимальной (диастолической) скоростями 
кровотока и максимального ее значения. Пульсационный индекс – отношение разницы 
между максимальной (систолической) и минимальной (диастолической) скоростями 
кровотока по данному сосуду к средней величине скорости кровотока по сосуду в си-
столу и диастолу. Полученные показатели перечисленных отношений и индексов срав-
ниваются с референтными значениями относительной нормы, и на основе полученных 
отклонений от стандартных значений известных признаков происходит оценка состоя-
ния кровообращения плода [2].  
Выводы 

Научный коллектив считает возможным и целесообразным измерение макси-
мальных (систолических) и минимальных (диастолических) показателей давления крови 
на стенку артерии пуповины на момент рождения до и после пересечения пуповины, т.к. 
в норме, после рождения ребёнка кровоток по сосудам пуповины сохраняется в течение 
5-20 минут. Сразу после рождения ребёнка пуповина пересекается между зажимами, а 
кровь из пупочной вены используется только лишь для определения группы крови и резус-
фактора новорождённого. Перевод полученных в ходе измерения значений в показатели 
систолодиастолического отношения, индекса резистентности и пульсационного индекса 
удобно тем, что вне зависимости от взаиморасположения деталей датчика нивелируется 
давление самой пуповины на датчик, т.к. вес пуповины не учитывается, а учитывается 
лишь разность или отношение максимальной (систолической) и минимальной (диасто-
лической) скорости кровотока.  
Заключение. Авторы считают, что в данной работе новыми являются следующие поло-
жения и результаты:  
- впервые предложено измерять максимальную (систолическую) и минимальную (диа-
столическую) скорости кровотока посредством измерения давления на стенку пуповин-
ной артерии волоконно-оптическим способом [3]; 
- на основе полученных при измерениях значений давления на стенку пуповинной арте-
рии до и после пересечения пуповины можно диагностировать степень отделения пла-
центы в третьем периоде родов, что может помочь в принятии решения о дальнейшей 
тактике действия, возможного применения ручного отделения последа.  
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ИДЕНТИФИКАЦИЯ LACTOBACILLUS MULIERIS В ВАГИНАЛЬНОЙ МИКРО-
БИОТЕ ЖЕНЩИН 
Впервые проведена оценка распространенности нового вида лактобактерий L. mulieris 
в вагинальной микробиоте женщин с использованием инновационной мультиплексной 
ПЦР-тест-системы для выявления и дифференциальной идентификации двух видов лак-
тобактерий - L. jensenii и L. mulieris. 
Ключевые слова: лактобактерии, L. mulieris, L. jensenii, вагинальная микробиота, био-
разнообразие, ПЦР 
 

 Vershinina E.A., Maryashkina T.V., Kazakov A.A., Demkin V.V. 
National Research Center «Kurchatov Institute» 

Nanodiagnostics LLC 
 
IDENTIFICATION OF LACTOBACILLUS MULIERIS IN FEMALE VAGINAL MI-
CROBIOTA 
For the first time, the prevalence of a new species of lactobacilli L. mulieris was assessed in 
the vaginal microbiota of women using an innovative multiplex PCR test system for the detec-
tion and differential identification of two species of lactobacilli - L. jensenii and L. mulieris. 
Keywords: lactobacteria, L. mulieris, L. jensenii, vaginal microbiota, biodiversity, PCR 
 

Введение.  
В норме урогенитальная микробиота женщины характеризуется преобладанием 

видов Lactobacillus [1, 2,]. Считается, что лактобактерии защищают экосистему своего 
обитания, задействуя несколько механизмов: конкурентное устранение патогенных мик-
роорганизмов, модуляцию иммунного ответа хозяина, выработку антибактериальных со-
единений, таких как молочная кислота, перекись водорода и бактериоцины, тем самым 
снижая риск развития инфекций, передаваемых половым путем, и развития бактериаль-
ного вагиноза [3, 4]. Самыми распространенными видами лактобактерий в вагинальной 
и мочевой микробиотах являются виды L. crispatus, L. iners, L. gasseri, L. jensenii [1, 2,]. 
Индивидуальная роль разных видов лактобактерий в поддержании здоровья урогени-
тальной системы женщины и особенности их распространения в человеческой популя-
ции остаются неясными и продолжают быть предметом исследования. Недавно группу 
урогенитальных лактобактерий пополнил еще один вид. В образце мочи был иденгтифи-
цирован новый вид Lactobacillus, получивший название L. mulieris [5]. Штаммы L. 
mulieris генетически близки виду L. jensenii и их обнаружение преимущественно связано 
с мочевыводящими путями женщины. Последующий анализ показал, что часть штаммов, 
первоначально квалифицированных как L. jensenii, должны быть отнесены к виду L. 
mulieris [5]. В связи с этим возникает необходимость в дифференциальной переоценке 
распространенности L. jensenii и L. mulieris в вагинальной микробиоте женщин с учетом 
изменения в таксономической классификации лактобактерий. Исследования, направлен-
ные на переоценку распространенности L. mulieris и L. jensenii в вагинальных микробио-
тах женщин, к настоящему времени неизвестны.  

Цель работы. 
 Цель данного исследования состояла в предварительной оценке распространен-

ности нового вида лактобактерий L. mulieris в вагинальных мазках женщин с использо-
ванием инновационной мультиплексной ПЦР-тест-системы, способной дифференци-
ально идентифицировать два вида лактобактерий - L. jensenii и L. mulieris. 

Материалы и методы. 
 В работе использовали вагинальные мазки, взятые от пациенток с бактериальным 
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вагинозом (27 образцов), от клинически здоровых женщин (10 образцов), архивные «сле-
пые» урогенитальные мазки, поступившие в лабораторию ООО «НаноДиагностика» для 
проведения ПЦР-диагностических исследований по различным показаниям (44 образца). 

Выделение ДНК из клинического материала проводили с использованием набора 
«ЭкспрессДНК» («Нанодиагностика»). Анализ образцов методом ПЦР в реальном вре-
мени проводили с использованием двух тест-систем: «Лактоиндекс» и система для опре-
деления и типирования L. jensenii и L. mulieris («Нанодиагностика»). Система «Лактоин-
декс» позволяет в мультиплексном формате определять общее содержание бактерий, об-
щее содержание лактобактерий, и на этом основании рассчитывать относительной со-
держание лактобактерий. Система для мультиплексного определения ДНК L. jensenii и 
L. mulieris обеспечивает специфичное определение бактерий в соответствии со своим 
названием. В качестве положительных контролей использовали синтетические однони-
тевые ДНК, воспроизводящие последовательности специфических ампликонов. ПЦР 
проводили на приборе CFX-96 (Bio-Rad, США).  

Полученные результаты. 
 Первоначально клинические образцы тестировали на наличие лактобактериаль-

ной ДНК с помощью системы «Лактоиндекс». Положительные на этом этапе пробы были 
затем проанализированы с использованием системы, типирующей L. jensenii и L. 
mulieris. Образцы ПЦР- флуорограмм положительных проб представлены на рисунке 1. 

 
Рисунок 1. Кривые амплификации образцов, положительных на ДНК L. mulieris (слева) и L. jensenii (справа) 

 
 

В общей сложности были проанализированы 81 образец, которые включали в себя 
пробы от пациенток с бактериальным вагинозом, от клинически здоровых женщин, и 
архивные образцы от женщин, по различным причинам проходившим ПЦР-диагностику 
урогенитальных органов. Во всех категориях образцов были обнаружены и L. jensenii, и 
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L. mulieris. Положительными одновременно на оба вида лактобактерий образцов не 
было. Соотношение L. jensenii, и L. mulieris было приблизительно одинаковым во всех 
выборках образцов и колебалось от 14 до 40% в зависимости от выборки. Более деталь-
ные статистические выкладки на текущем этапе делать нецелесообразно ввиду малочис-
ленности выборок и разного их качества: свежевыделенные и архивные препараты ДНК. 
Количественное содержание L. jensenii, и L. mulieris значительно варьировало в пределах 
от 20 до 35 порогового цикла амплификации. 

Выводы.  
Разработанная система мультиплексного определения и типирования вагиналь-

ных лактобактерий L. mulieris и L. jensenii эффективно выявляет данные микроорга-
низмы в клиническом материале (вагинальных мазках). Полученные нами данные сви-
детельствуют, что L. mulieris является таким же типичным представителем вагинальной 
микробиоты человека, как и L. crispatus, L. iners, L. gasseri, L. jensenii. Распространение 
этого вида сравнимо по частоте с распространением вида L. jensenii.  

Заключение. 
 Полученные данные показывают, что L. mulieris следует учитывать при разра-

ботке методов диагностики вагинальных лактобактерий. Кроме того, при изучении 
вклада различных видов лактобактерий в обеспечение устойчивого равновесия в ваги-
нальной экосистеме следует учитывать и роль L. mulieris. 

Авторы считают, что в данной работе новыми являются следующие положения и 
результаты: Впервые исследовано распространение нового вида L. mulieris  в вагиналь-
ных микробиотах. L. Mulieris. Вид L. mulieris является таким же типичным представите-
лем вагинальной микробиоты человека, как и L. crispatus, L. iners, L. gasseri, L. jensenii, 
что следует учитывать при разработке методов диагностики и при изучении вклада раз-
личных видов лактобактерий в обеспечение устойчивого равновесия в вагинальной эко-
системе. 
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ГАПЛОГРУППЫ Y-ХРОМОСОМЫ У СТАРШЕГО ПОКОЛЕНИЯ МОСКВЫ И 
НОВОСИБИРСКА 
Для старшего поколения Москвы и Новосибирска не выявлено достоверных различий по 
распределению гаплогрупп Y-хромосомы (типичных для русского генофонда [1, 2]), ис-
ключая таковые по частоте «южных по происхождению» гаплогрупп, проникающих в 
генофонд за счет миграции, что обусловливает необходимость создания отдельных ре-
ферентных баз данных для каждого мегаполиса. 
Ключевые слова: Новосибирск, население, мегаполис, миграция, генофонд, гаплогруппы 
Y-хромосомы, референтные базы данных.  
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HAPLOGROUPS OF Y-CHROMOSOME IN THE SENIOR GENERATIONS OF MOS-
COW AND NOVOSIBIRSK 
For the senior generations of Moscow and Novosibirsk, no significant differences by the distri-
bution of haplogroups of Y-chromosome (typical for the Russian gene pool [1, 2]) were re-
vealed, excluding those by «Southern by origin» haplogroups, penetrating into gene pool by 
migration, that indicates necessity of development separate reference databases for each 
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megalopolis.  
Key words: Novosibirsk, population, megalopolis, migration, gene pool, Y-chromosome hap-
logroups, reference database.  
 

Введение  
Современные ДНК-технологии позволяют решать задачи по ДНК-идентифика-

ции личности и установлению родства. Вероятность случайного совпадения генотипа по 
ДНК-маркерам с генотипом другого человека в популяции вычисляется на основе дан-
ных о частотах ДНК-маркеров в конкретной популяции, для чего и создаются референт-
ные базы данных. Для идентификации личности и установления родства используют па-
нели из аутосомных STR-маркеров, а также молекулярные маркеры мтДНК и Y-хромо-
сомы [3-6]. Принадлежность к определенной гаплогруппе определяется по присутствию 
ключевой нуклеотидной замены (SNP) или нескольких в конкретных позициях Y-хромо-
сомы [7]. В процессе передачи Y-хромосомы в поколениях происходит накопление спек-
тра SNP, а также сцепленных STR-маркеров, что позволяет по STR-генотипу определять 
принадлежность к определенной гаплогруппе с использованием специально разработан-
ных алгоритмов в предикторах гаплогрупп Y-хромосомы [8]. 

Население мегаполисов можно отнести к популяциям смешанного типа с харак-
терными особенностями генетико-демографических процессов [9]. Основным фактором 
динамики генофонда населения мегаполиса является миграция [10]. 

Целью нашего исследования является рассмотрение особенностей профиля ча-
стот гаплогрупп Y-хромосомы в населении старшего поколения Москвы и Новосибирска 
для изучения особенностей генофондов мегаполисов в Европейской части и Сибири до 
начала современных потоков мигрантов с Кавказа и Средней Азии. 

Материалы и методы.  
В 2001-2004 гг. проведено исследование жителей Новосибирска (N=117) на базе 

медицинских учреждений, включающее генетико-демографическое анкетирование и 
сбор крови. Средний возраст мужчин составил 57.1±0.6 лет. Для Москвы изучена стар-
шая выборка мужского населения (N=73) со средним возрастом 50.3±2.2, собранная в 
2001 г. [1]. Таким образом, выборки для двух мегаполисов состоят из представителей 
старшего поколения, родившихся до начала современной интенсивной миграции с Кав-
каза и из Средней Азии после распада Советского Союза (1991 г.).  

ДНК из биологических образцов выделена стандартным методом с применением 
набора реактивов фирмы «Изоген» (Москва). Генотипирование образцов ДНК по 18 STR 
Y-хромосомы (DYS389I, DYS389II, DYS390, DYS19, DYS385A, DYS385B, DYS456, DYS437, 
DYS438, DYS447, DYS448, DYS449, DYS391, DYS392, DYS393, DYS439, DYS635 и DYS576) 
проведено на лабораторной базе ООО «Гордиз» (Москва) с последующим установле-
нием принадлежности выявленного STR-генотипа к гаплогруппе Y-хромосомы с помо-
щью предиктора - Whit Athey's Haplogroup Predictor [8]. Статистический анализ проведен 
в программах «WinPepi», «GenАlEx 6,5», и MS Excel. От каждого лица, включенного в 
выборку, получено информированное согласие на использование биологического об-
разца (крови) и генетико-демографических данных в анонимном виде в популяционном 
исследовании. 

Полученные результаты.  
Более 91% гаплогрупп Y-хромосомы по STR гаплотипу с помощью использован-

ного предиктора определено с вероятностью 100%. Для остальных случаев дополни-
тельно привлекали другие доступные в Интернете предикторы.  Практически во всех 
случаях достигли определения гаплогруппы с вероятностью не менее 99%.  Распределе-
ние гаплогрупп Y-хромосомы у жителей Москвы и Новосибирска в целом соответствует 
русскому генофонду с наиболее распространенными гаплогруппами R1a, R1b, E1b1b1, 
N, I1, I2 с превалированием гаплогруппы R1a (табл. 1) [11]. 

Для изученной выборки мужского населения г. Новосибирска характерно 
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практическое отсутствие в генофонде «южных по происхождению» гаплогруппы Y-хро-
мосомы (G2a, G2c, J1, J2, L, O2, O3, Q, R2 и T), ранее выявленных в Москве и Санкт-
Петербурге для более молодых поколений с частотой 21 и 16%, соответственно [1, 2] 
(табл. 1). Следует отметить, что из перечня «южных по происхождению» гаплогрупп мы 
исключили гаплогруппу C3, так как она распространена с высокой частотой помимо 
народов Центральной Азии и у отдельных народов Сибири [12]. Следовательно, для 
населения Новосибирска в силу его географического положения не может быть рассмот-
рена как «южная по происхождению гаплогруппа». В Новосибирске гаплогруппа С3 
(M217) выявлена у одного жителя. Из всего спектра этих гаплогрупп выявлены только 
J1 и J2 с суммарной частотой (2.6 %), что обусловлено принадлежностью рассматривае-
мой выборки к старшему поколению и практическим отсутствием в этом поколении ме-
гаполиса мигрантов с Кавказа и из Средней Азии.  
 
Таблица 1. Частоты крупных гаплогрупп Y-хромосомы в изученных выборках из старшего поколения населения 

Москвы и Новосибирска [1] 
 

Гаплогруппа Новосибирск Москва 
N f N f 

E1b1b 5 0.043 1 0.014 
I1 9 0.077 4 0.055 
I2 14 0.119 6 0.082 
N 15 0.127 13 0.178 

R1a 65 0.547 38 0.520 
R1b 6 0.053 3 0.041 
С3 1 0,008 0 0 

«Южные по про-
исхождению» 

3 0.026 8 0.110 

Всего: 117 1.00 73 1.00 
Различий в частотном профиле гаплогрупп Y-хромосомы между старшим поко-

лением Новосибирска и Москвы не выявлено, что подтверждает и оценка Rst. Однако, в 
отличие от выборки из Новосибирска, для выборки из Москвы отмечено присутствие 
«южных по происхождению» гаплогрупп с частотой 11%, представлены четыре гапло-
группы (J1, J2, T и Q). Для старшего поколения двух мегаполисов установлены досто-
верные различия по присутствию «южных по происхождению» гаплогрупп (p=0,023, 
OR=0,21 CI95% 0,04-0,99). Отмеченные особенности выборки из Москвы по сравнению 
с выборкой из Новосибирска указывают на более раннее проникновение миграционных 
потоков в мегаполис, которые привносят отдельные «южные по происхождению» гапло-
группы. Полученные оценки хорошо согласуются с данными анкетирования о местах 
происхождения и этническом составе мигрантов рассматриваемых выборок. 

Выводы.  
Установленные особенности профилей частот гаплогрупп в старших поколениях 

двух мегаполисов сближают их, но отличны от профилей частот гаплогрупп Y-
хромосомы в младшем поколении Москвы [1], что подтверждено оценками Rst и генети-
ческих расстояний по М. Нею между изученными популяциями. Таким образом, необ-
ходимо создавать референтные базы данных по ДНК-маркерам для каждого мегаполиса 
c учетом возраста жителей, структуры миграции и географического положения [2, 13]. 

Заключение 
 Авторы считают, что в данной работе новыми являются следующие положения 

и результаты. 
1. В старшем поколении мегаполисов как на территории Европейской части РФ 

(Москвы), так и на территории Сибири (Новосибирска) отмечено сходство в профилях 
гаплогрупп Y-хромосомы в целом соответствующих профилю русского генофонда [11].  

2. В старших поколениях двух мегаполисов, по сравнению с более молодыми по-
колениями выявлена относительно более низкая частота «южных по происхождению» 
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гаплогрупп Y-хромосомы (G2a, G2c, J1, J2, L, O2, O3, Q, R2 и T), характерных для со-
временных потоков мигрантов, которая составила в старшем поколении Москвы 11% и 
Новосибирска - 2.6%.  

3. Полученные данные об особенностях распространения гаплогрупп Y-
хромосомы у жителей двух мегаполисов свидетельствуют о необходимости создания ре-
ферентных баз данных для каждого мегаполиса, так как генофонд мегаполиса меняется 
под действием миграции, а ее параметры специфичны для каждого мегаполиса и отдель-
ных поколений.  
Авторы благодарят жителей г. Новосибирска, принявших участие в анкетировании 
и предоставивших свои биологические образцы для исследования. Исследование 
одобрено Этическим комитетом ИОГен РАН. Авторы заявляют, что у них нет 
конфликта интересов.  
Исследование проведено в рамках темы государственного задания ИОГен РАН «Ис-
следования полиморфизма на клеточном, организменном и популяционном уровне 
как основа создания генетических технологий» (№ 0092-2022-0001). 
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РОЛЬ ГЛИАЛЬНЫХ КЛЕТОК-ПРЕДШЕСТВЕННИКОВ В АНГИОГЕНЕЗЕ 
Заболевания, связанные с нарушением кровоснабжения органов и тканей, являются од-
ной из распространенных причин смертности в мире. Несмотря на их высокую частоту 
встречаемости, эффективность существующих способов терапии остается недоста-
точной, поэтому важно заниматься поиском новых способов терапии ишемизирован-
ных тканей.  
Ключевые слова: ангиогенез, глиальные клетки-предшественники, сосудистая сеть, эн-
дотелиальные клетки линии EA.hy926, кондиционированная среда. 
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THE ROLE OF GLIAL PROGENITOR CELLS IN ANGIOGENESIS 
Diseases associated with impaired blood supply to organs and tissues are one of the common 
causes of mortality in the world. Despite their high frequency of occurrence, the effectiveness 
of existing therapies remains insufficient, so it is important to search for new ways of therapy 
of ischemic tissues.  
Keywords: angiogenesis, glial progenitor cells, vascular network, endothelial cells EA.hy926, 
conditioned medium 
 

Введение. 
Ангиогенез – это строго регулируемый процесс, определяемый взаимодействием 

проангиогенных и антиангиогенных факторов, в ходе которого происходит формирова-
ние новых сосудов [1, с. 97–125; 2, с. 7643-7663]. Согласно данным Всемирной органи-
зации здравоохранения, болезни, связанные с нарушением кровоснабжения органов и 
тканей, являются одной из наиболее распространённых причин смертности и инвалиди-
зации населения. В частности, известно, что при нарушении кровоснабжения головного 
мозга инвалидами становится порядка 60% пациентов, а частота летального исхода до-
стигает 30% [3, с. 1-12]. Хотя подобные заболевания, как упоминалось выше, являются 
достаточно распространенными, на сегодняшний день эффективность существующих 
препаратов остается недостаточной, именно поэтому особое внимание уделяется изуче-
нию вопросов ангиогенеза, кровоснабжения органов и тканей, а также поиску новых эф-
фективных способов терапии ишемических болезней.  

В последние десятилетия активно разрабатывается так называемая концепция те-
рапевтического ангиогенеза, которая подразумевает совокупность методов, направлен-
ных на восстановление микроциркуляторного русла. При этом особое внимание уделя-
ется изучению возможности применения стволовых клеток (СК) и их кондиционирован-
ных сред (КС) в качестве терапевтического средства для ишемизированных тканей [4, с. 
6779; 5, с. 3131-3149; 6, с. 411-424].  

Цель работы. 
Целью данной работы является изучение ангиогенных свойств глиальных клеток-

предшественников, полученных из индуцированных плюрипотентных стволовых кле-
ток.  

 
 



Секция 5. ПРОБЛЕМЫ, МЕТОДЫ И ПРОДУКТЫ СОВРЕМЕННОЙ БИОТЕХНОЛОГИИ 
 

 

Материалы конференции NT + ME`24. – ISBN 978-5-6044060-4-5                                      206  

Материалы и методы. 
В ходе проведения исследования использовали две основные клеточные куль-

туры: глиальные клетки-предшественники (ГКП), полученные из индуцированных плю-
рипотентных стволовых клеток человека (ИПСК), и эндотелиальная клеточная линия 
EA.hy926, являющаяся гибридомой первичной культурой эндотелиальных клеток вены 
пупочного канатика человека и карциномы легкого человека А549.  

Для приготовления кондиционированной среды глиальных клеток-предшествен-
ников (КС-ГКП) осуществляли смену полной среды на среду без сыворотки, клетки 
культивировали в течение 12 часов, после чего отбирали полученную КС, которую в 
дальнейшем использовали в экспериментах. Во всех экспериментах в качестве положи-
тельного контроля использовали питательную среду с добавлением фактора роста эндо-
телия сосудов (VEGF) в концентрации 50 нг/мл, а также выделяли группу отрицатель-
ного контроля - культивирование клеток в питательной среде без добавления дополни-
тельных факторов роста и КС.  

Косвенную оценку пролиферативной активности клеток EA.hy926 осуществляли 
с помощью МТТ-теста при различных концентрациях КС-ГКП: 1 мкг/мл, 5 мкг/мл и 25 
мкг/мл. Направленную миграцию эндотелиальных клеток EA.hy926 по градиенту хемо-
аттрактантов оценивали с использованием Transwell-системы. При этом анализировали 
миграционную способность EA.hy926 как по отношению к ГКП, так и к КС-ГКП (5 
мкг/мл). Клетки EA.hy926, которые вносили в верхнюю камеру Transwell-системы, были 
предварительно мечены с помощью красного флуоресцентного красителя PKH26. Также 
изучали влияние КС-ГКП и ГКП на формирование сосудистой сети при моделировании 
ангиогенеза на специальном матриксе базальной мембраны (Corning Matrigel). Для этого 
в лунки вносили гель, на который после полимеризации наслаивали клетки. КС-ГКП вно-
сили в концентрации 5 мкг/мл, а для изучения влияния самих ГКП в лунки высевали 
клетки линии EA.hy926 и ГКП в соотношении 1:1 (ГКП+EA.hy926). Наблюдение за фор-
мированием сосудистой сети проводили в течение полутора месяцев. Статистическая об-
работка результатов проводилась в программе SigmaPlot 14.0, построение графиков осу-
ществляли в программе GraphPad Prism 8.0.  

Полученные результаты.  
 Согласно результатам МТТ-теста уровень пролиферативной активности клеток 
линии EA.hy926 варьировался в зависимости от концентрации КС-ГКП. Было показано, 
что КС-ГКП в концентрациях 1 мкг/мл и 5 мкг/мл оказывает положительное влияние на 
пролиферацию клеток: в указанных экспериментальных группах интенсивность проли-
ферации была в 1,5 раза выше, чем в контроле. При этом концентрация КС-ГКП  
25 мкг/мл, напротив, оказывала ингибирующее воздействие на пролиферацию клеток, 
снижая ее активность почти в 2 раза по сравнению с контрольными лунками, что, пред-
положительно, связано с относительно высокой концентрацией, входящих в состав КС 
высокомолекулярных белков. В то же время добавление VEGF способствовало увеличе-
нию пролиферативной активности в 3 раза относительно контроля (рис. 1).  
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Рис. 1. Пролиферативная активность клеток эндотелиальной линии EA.hy926 (%). Данные представ-
лены в виде точечной диаграммы (*p<0,05, One Way ANOVA, тест Хольма-Сидака). 

 
 Изучение миграционной способности клеток EA.hy926 показало, что в составе 
КС-ГКП присутствуют определенные факторы, выступающие в качестве хемоаттрактан-
тов по отношению к эндотелиальным клеткам. В частности, уже через сутки после 
начала эксперимента в нижней камере Transwell-систем в группе с ГКП наблюдали 
больше мигрировавших клеток, чем в контрольной группе. В то время, как в группе КС-
ГКП с концентрацией 5 мкг/мл значимые отличия начали появляться через 72 часа 
наблюдения. А в группе с добавлением VEGF количество мигрировавших клеток было 
сопоставимо с их количеством в контрольной группе на протяжении всего эксперимента 
(рис. 2). 
 

 
Рис. 2. Миграция клеток линии EA.hy926: количественная оценка направленной миграции, данные 

представлены в виде медианы и межквартильного интервала. *p<0,05 по сравнению с группой контроля. 
 

При моделировании ангиогенеза в матриксе базальной мембраны in vitro через 4 
часа во всех экспериментальных группах наблюдали формирование первичной тубуляр-
ной сети. При этом наибольшее количество точек ветвления обнаруживали в группе с 
добавлением VEGF. Вместе с тем добавление КС не оказывало влияния ни на количество 
точек ветвления, ни на длину формирующихся отростков, однако увеличивало скорость 
разборки первичной тубулярной сети. Формирование последней в группе 
ГКП+EA.hy926 происходило следующим образом: образовывались более крупные 
участки ветвления, но их количество было меньше, а средняя длина отростков была 
больше, чем в остальных 3 группах (рис. 3). Через 48 часов во всех экспериментальных 
группах появлялись кластеры клеток, из которых в дальнейшем происходило формиро-
вание вторичной тубулярной сети. Через 7 дней во всех группах наблюдали появление 
центров спрутинга – центров разрастания клеток в ранее образовавшихся кластерах. 
Морфологические различия между экспериментальными группами выявляли через 14 
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дней с момента начала эксперимента. При этом наиболее ярко выраженная вторичная 
сеть наблюдали в группе ГКП+EA.hy926: в центрах спрутинга были заметны длинные 
ветвистые отростки, отходящие от ранее сформировавшихся кластеров клеток. В то же 
время в группах VEGF и КС-ГКП формировалась вторичная сеть, которая представляла 
собой достаточно крупные кластеры клеток с небольшими отростками (рис.3). 

 

 
Рис. 3. Тубулярная структура, сформированная клетками эндотелиальной линии EA.hy926 через 6 ча-

сов (фазово-контрастная микроскопия, масштабный отрезок 1 мм); формирование трехмерных кластеров с 
капилляроподобными структурами на матриксе базальной мембраны через 5 дней и 1,5 месяца (фазово-кон-

трастная микроскопия, масштабный отрезок 200 µм). 
 
Выводы. 

 Таким образом, КС-ГКП оказывает положительное воздействие на пролифера-
тивную активность эндотелиальных клеток линии EA.hy926 при концентрациях 1 и 5 
мкг/мл, а при концентрации КС-ГКП 25 мкг/мл, напротив, наблюдается ингибирование 
пролиферации клеток. Как КС-ГКП, так и ГКП способствуют направленной миграции 
клеток. При этом положительный эффект ГКП заметен уже через сутки после начала 
эксперимента, а КС-ГКП – на третьи сутки. Кроме того, при моделировании ангиогенеза 
в матриксе базальной мембран in vitro ГКП способствуют формированию более крупной 
тубулярной сети, КС-ГКП не оказывает подобного эффекта. При концентрации КС-ГКП 
5 мкг/мл происходит более быстрое уменьшение площади раневой поверхности в модели 
«раны монослоя» in vitro.  

 
Заключение. 
Авторы считают, что в данной работе новыми являются следующие положения и 

результаты: 
1) были впервые исследованы ангиогенные свойства ГКП и КС-ГКП;  
2) было показано, что КС-ГКП в определенных концентрациях оказывает поло-

жительное воздействие на пролиферацию клеток, а также на их способность к 
миграции;  

3) было показано, что КС-ГКП не ускоряет процесс формирования первичной и 
вторичной тубулярной сети при моделировании ангиогенеза в матриксе ба-
зальной мембраны in vitro, однако способствует более быстрой разборке пер-
вичной тубулярной сети;  
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4) было показано, что ГКП, напротив, способствуют формированию относи-
тельно крупной тубулярной сети с длинными отростками и крупными точками 
ветвления, что, предположительно, связано с юкстакринным взаимодействием 
ГКП и EA.hy926.  

Работа выполнена при финансовой поддержке Министерства образования и науки 
Российской Федерации (проект № КБК 075 0110 47 1 S7 24600 621) по теме «Разра-
ботка новых лекарственных средств для терапии неврологических заболеваний» 
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ПРЕИМУЩЕСТВА И ОГРАНИЧЕНИЯ ИНСТРУМЕНТОВ IN SILICO ПРИ АНА-
ЛИЗЕ ХАРАКТЕРИСТИК ПРОТЕГРИНА-1 
В статье обсуждается применение биоинформатических ресурсов при оценке характе-
ристик Протегрина-1 и путей его трансформации под воздействием ферментов. In sil-
ico инструменты эффективны при скрининговых исследованиях потенциала и свойств 
биоактивных пептидов и могут быть применены для изучения путей их извлечения, од-
нако имеют некоторые ограничения.  
Ключевые слова: биоинформатика, биоактивные пептиды, токсичность, горечь, ста-
бильность, абсорбция, ферментативное расщепление. 
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of the Russian Academy of Sciences 
 
BENEFITS AND CONSTRAINTS OF IN SILICO TOOLS FOR ANALYZING 
PROTEGRIN-1 CHARACTERISTICS 
The paper discusses the application of bioinformatics resources in assessing the characteristics 
of Protegrin-1 and its transformation pathways under the influence of enzymes. In silico tools 
are effective for screening studies of the potential and properties of bioactive peptides and can 
be used to study the pathways of their extraction, but they have some limitations. 
Keywords: bioinformatics, bioactive peptides, toxicity, bitterness, stability, absorption, enzy-
matic cleavage. 
 
Введение.  

Биоактивные пептиды (БП) участвуют в передаче сигналов в нервной, иммунной, 
эндокринной, параэндокринной и других регуляторных системах живых организмов [1, 
с. 7]. Пептиды могут обладать антигипертензивной, иммуностимулирующей, противо-
микробной, гиполипидемической, антиоксидантной и др. активностью [2, с. 315]. Неко-
торые из них встречаются в организме в нативном виде, другие – могут высвобождаться 
из молекул-предшественников путем направленного протеолиза [3, с. 30]. В то же время 
существует множество БП, обладающих биологической активностью и не являющихся 
«классическими» пептидными биорегуляторами [1, с. 7], которые образуются в орга-
низме виде «теневого фона» из экзогенных белковых предшественников [3, с. 30]. Для 
получения набора БП с разной направленностью действия проводят протеолиз, напри-
мер, коллагена, гемоглобина, казеина и т.д [2, с. 316]. БП также могут быть синтезиро-
ваны искусственно, однако в зависимости от конечной цели их применения необходимо 
понимать, какими свойствами они будут обладать. 

Область биоинформатики добилась значительного прогресса, включая новые раз-
работанные алгоритмы и модели, веб-серверы, программное обеспечение, позволяющие 
оценить биологическую активность, механизмы взаимодействия, биодоступность, ал-
лергенность и другие свойства БП. Наиболее популярными инструментами для этих це-
лей являются такие онлайн-ресурсы, как UniProtKB (https://www.uniprot.org/), BIOPEP-
UWM (https://biochemia.uwm.edu.pl/biopep/start_biopep.php), ADMETlab 
(https://admetmesh.scbdd.com/), которые могут предоставить обобщенную информацию о 
БП. Существует множество баз данных (БД), посвященных отдельным категориям БП: 
антимикробным (APD3, CAMPR3, AMPer), растительным (PlantPepDB, MFPPDB), анти-
гипертензивным (AHTPDB), противовирусным (AVPdb) и т.д. Тем не менее, доступ к 

https://www.uniprot.org/
https://biochemia.uwm.edu.pl/biopep/start_biopep.php
https://admetmesh.scbdd.com/
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некоторым БД и онлайн-ресурсам может быть ограничен в настоящее время. 
Ученые предлагают различные алгоритмы использования биоинформатических 

инструментов [4], [5, с. 291], [6, с. 9], [7, с. 10], однако унифицированного механизма 
исследования БП не существует, ввиду их различной природы и целей конечного приме-
нения. Зачастую исследование БП методами in silico останавливается на этапе оценки их 
качественных характеристик, однако довольно мало исследований, посвященных оценке 
устойчивости и стабильности БП до и после их извлечения из природного источника. 
Цель работы.  

Оценить характеристики биоактивного пептида с помощью инструментов in silico 
анализа на примере Протегрина-1, антимикробного пептида (АМП) Sus scrofa. Рассмот-
реть возможность его расщепления ферментами пищеварения и собственными фермен-
тами post mortem в организме Sus scrofa. 
Материалы и методы. 

Информацию о структуре, заряде и механизме действия Протегрина-1 получали в 
базе данных антимикробных пептидов APD3 (https://aps.unmc.edu/). Потенциал биологи-
ческой активности оценивали с помощью онлайн-инструмента PeptideRanker 
(http://distilldeep.ucd.ie/PeptideRanker/) – сервера для прогнозирования биоактивных пеп-
тидов на основе новой нейронной сети N-to-1. Направленность биологического действия 
оценивали с помощью APD3, DRAMP Database (http://dramp.cpu-bioinfor.org/), а также с 
использованием платформы CSM-peptides (https://biosig.lab.uq.edu.au/csm_peptides/). Ин-
струмент PepSMI (https://www.novoprolabs.com/tools/convert-peptide-to-smiles-string) был 
использован для преобразования аминокислотной последовательности в строку SMILES, 
которую затем анализировали в ADMETlab 2.0 
(https://admetlab3.scbdd.com/server/evaluation). 

Токсичность оценивали с помощью ресурса ToxinPred 
(https://webs.iiitd.edu.in/raghava/toxinpred/index.html). Метод SVM (Swiss-Prot) based с по-
роговым значением 0.0 был выбран для скрининга неспецифической цитотоксичности. 
Аллергенность оценивали с помощью веб-сервера AlgPred 2.0 
(https://webs.iiitd.edu.in/raghava/algpred2/index.html), порог был установлен на уровне 0.5. 
Горечь пептидов оценивали с помощью онлайн-предиктора iBitter-SCM 
(https://camt.pythonanywhere.com/iBitter-SCM), пороговое значение устанавливали на 
уровне 333,0. 

Период полураспада в крови анализировали с помощью веб-сервера PlifePred 
(https://webs.iiitd.edu.in/raghava/plifepred/index.php), в среде пищеварительной системы 
человека – с помощью веб-сервера HLP (https://webs.iiitd.edu.in/raghava/hlp/). Если пе-
риод полураспада в секундах был менее 0.1, стабильность пептида классифицировали 
как низкую, от 0.1 до 1.0 с – среднюю, выше 1.0 c – высокая. 

Далее изучали возможность высвобождения пептида из препропептидного пред-
шественника под воздействием ферментов. Для поиска предшественников пептида при-
меняли инструмент PeptideSearch (https://www.uniprot.org/peptide-search). В расширен-
ных параметрах поиска выбирали опцию «Search UniProt Reviewed (Swiss-Prot) only», 
далее их проверяли с помощью инструмента PeptideCutter 
(https://web.expasy.org/peptide_cutter/) на предмет расщепления ферментами пищеваре-
ния (пепсин, трипсин) и собственными ферментами Sus scrofa (нейтрофильная эластаза 
и возможные инициаторы автолитического расщепления белков post mortem (каспаза-3 
и -6, энтерокиназа)). 
Полученные результаты. 

Протегрин-1 является довольно хорошо изученным антимикробным пептидом, 
обнаруженным в лейкоцитах Sus scrofa [8, с. 9]. В соответствии с APD3 Протегрин-1 
имеет бета-складчатую структуру из 18 аминокислотных остатков, заряд = 7, а механизм 
его действия основан на порообразовании. Согласно PeptideRanker вероятность активно-
сти Протегрина-1 составляет 0,872435; при вероятности ≥ 0.8, принято считать, что 

https://aps.unmc.edu/
http://distilldeep.ucd.ie/PeptideRanker/
http://dramp.cpu-bioinfor.org/
https://biosig.lab.uq.edu.au/csm_peptides/
https://www.novoprolabs.com/tools/convert-peptide-to-smiles-string
https://admetlab3.scbdd.com/server/evaluation
https://webs.iiitd.edu.in/raghava/toxinpred/index.html
https://webs.iiitd.edu.in/raghava/algpred2/index.html
https://camt.pythonanywhere.com/iBitter-SCM
https://webs.iiitd.edu.in/raghava/plifepred/index.php
https://webs.iiitd.edu.in/raghava/hlp/
https://www.uniprot.org/peptide-search
https://web.expasy.org/peptide_cutter/
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пептид обладает биологической активностью. Основным недостатком этого инстру-
мента является то, что он не дает подробной информации о типе и степени биологиче-
ской активности. 

Согласно данным APD3 Протегрин-1 активен в отношении грамположительных 
бактерий (S. aureus ATCC 33591 (MRSA), минимальная ингибирующая концентрация 
(МИК) = 2 мкг/мл), грибов (C. albicans ATCC 10231, МИК = 8 мкг/мл), вирусов (HSV-1, 
HSV-2, вирус репродуктивно-респираторного синдрома свиней). Согласно DRAMP Da-
tabase, обладает антимикробным действием и проявляет активность против грамположи-
тельных (S. aureus, МИК = 64 мкг/мл; S. epidermidis, МИК = 2 мкг/мл) и грамотрицатель-
ных бактерий (E. coli, МИК = 64 мкг/мл). По данным CSM-peptides данный пептид может 
обладать также антиангиогенным, противовоспалительным и противовирусным дей-
ствием, однако в литературе сообщалось также о противоопухолевом действии Про-
тегрина-1 [9, с. 45]. 

В Таблицах 1 и 2 отражены результаты in silico анализа Протегрина-1, проведен-
ного с помощью инструментов ToxinPred, AlgPred 2.0, iBitter-SCM, PlifePred, HLP и 
ADMETlab 2.0. 

 
Таблица 1. In silico анализ токсичности, аллергенности, горечи и стабильности Протегрина-1 

 ToxinPred AlgPred 2.0 iBitter-SCM PlifePred HLP 

 Нетоксичный Не вызывает ал-
лергию 

Горький, 
Score = 427.12 

Высокая ста-
бильность, 

843.81 с 

Средняя ста-
бильность, 

0,245 с 
Пороговое 
значение 0.0 0.5 333.0 > 1 c от 0.1 до 1.0 с 

ToxinPred на основании значений гидрофобности, гидрофильности, амфипатич-
ности аминокислотной последовательности пептида рассчитывает вероятность его не-
специфической токсичности [10, с. 434], согласно анализу данного инструмента, Про-
тегрин-1 не является токсичным пептидом. ADMETlab 2.0 направлен на более детальную 
оценку токсичности: возможны повреждения клеток печени и дыхательных путей при 
приеме Протегрина-1. В литературе также сообщалось, что Протегрин-1 способен лизи-
ровать эритроциты человека [9, с. 46].  

AlgPred 2.0 имеет ограничение и может анализировать только пептиды, содержа-
щие более 10 аминокислот [11, с. 3423]. Согласно анализу, Протегрин-1 не является ал-
лергенным пептидом. Тем не менее, использование данного пептида в пищевой промыш-
ленности, к примеру, в качестве консерванта, может быть ограничено из-за его вкусовых 
качеств – показатель горечи был равен 427.12 баллам, что существенно превышало по-
роговое значение.  

Период полураспада Протегрина-1 в крови составил 843,81 секунд, что свидетель-
ствует о его высокой стабильности. Известно, что данный пептид является компонентом 
врожденного иммунитета Sus scrofa и обнаруживается в лейкоцитах [8, с. 9], поэтому 
может характеризоваться высокой стабильностью. Стабильность Протегрина-1 в среде 
пищеварительной системы была средней – 0,245 по данным HLP, а согласно ADMETlab 
2.0, пептид характеризовался низкой абсорбцией в кишечнике (Табл. 2), вероятность ко-
торой составляет < 30%. 

Как видно из Таблицы 2, ADMETlab 2.0 предоставляет довольно развернутую 
оценку характеристик исследуемого пептида, включая специфические виды токсично-
сти, а также дает подробную информацию о способности вещества проходить через раз-
личные барьеры организма, образовывать связи с белками плазмы, абсорбироваться раз-
ными типами клеток и т.д. Такой анализ позволяет научно обосновать дальнейшее при-
менение пептида. 
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Таблица 2. Токсичность, распределение и абсорбция Протегрина-1 в организме по данным ADMETlab 2.0 

Токсичность 
Свойство Вероят-

ность 
Решение Комментарий 

hERG Blockers 0,002 ● Не оказывает токсического действия на 
сердце 

H-HT 0,962 ● Гепатотоксичен для человека 
AMES Toxicity 0,061 ● Не является мутагенным 
Rat Oral Acute 
Toxicity 

0,122 ● Не обладает острой токсичностью при пе-
роральном применении у крыс 

Пороговая токси-
ческая доза для че-
ловека (FDAMDD) 

0,556 ● Не токсичен при данном значении 

Кожная сенсиби-
лизация 

0,157 ● Не является сенсибилизатором 

Канцерогенность 0,009 ● Не является канцерогеном 
Раздражение сли-
зистой оболочки 
глаз 

0,0 ● Не является раздражителем 

Респираторная 
токсичность 

0,886 ● Является респираторным токсикантом 

Распределение в организме 
Связывание с бел-
ками плазмы, % 

54,36 ● Оптимально: < 90%. Лекарства с высокой 
степенью связывания с белками могут 
иметь низкий терапевтический индекс. 

Распределение 
объема, л/кг 

0,369 ● Оптимально: 0,04-20 л/кг. 

Проникновение 
через гематоэнце-
фалический ба-
рьер (ГЭБ) 

0,003 ● Не проникает через ГЭБ 

Фракция, несвя-
занная в плазме 
(Fu), % 

22,38 ● Рекомендуемые показатели: 
Низкий: <5%; Средний: 5~20%; Высокий: 
>20% 
Обладает высокой проникающей способно-
стью через мембраны клетки 

Абсорбция 
Caco-2 проницае-
мость 

-7,421 ● Низкая проницаемость 
Оптимальное значение: выше -5,15 log еди-
ниц 

MDCK проницае-
мость 

1 x 10-6 ● Низкая проницаемость 

Pgp-ингибитор 0,0 ● Не является ингибитором P-
гликопротеинов 

Pgp-субстрат 1,0 ● Субстрат P-гликопротеинов 
Абсорбция в ки-
шечнике 

1,0 ● Вероятность абсорбции ниже 30% 

F20% 1,0 ● Биодоступность <20% 
F30% 1,0 ● Биодоступность <30% 
F50% 1,0 ● Биодоступность <50% 

По итогам поиска в PeptideSearch для Протегрина-1 был обнаружен один препро-
пептидный предшественник, результаты расщепления ферментами которого представ-
лены в Таблице 3. Стоит отметить, что инструмент PeptideCutter не предполагает воз-
можного фолдинга и/или агрегации белка-предшественника, которое могло бы ограни-
чить доступ ферментов, поэтому в реальных условиях расщеплений может быть меньше, 
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чем в смоделированных. 
Ферменты пищеварения оказывают сильное влияние на расщепление предше-

ственника Протегрина-1, затрагивая в том числе и зрелую последовательность, в то 
время как собственные ферменты Sus scrofa (каспазы-3,-6 и энтерокиназа) не воздей-
ствуют на него вовсе. Полученные результаты влияния пищеварительных ферментов на 
Протегрин-1 соотносятся с данными о его средней стабильности в условиях пищевари-
тельной системы. Тем не менее, если цель состоит в применении пептида в пищевой про-
мышленности в качестве технического вспомогательного средства с антимикробными 
свойствами, полученные результаты можно считать положительными, ведь пероральный 
прием Протегрина-1 не окажет негативного влияния на организм человека. 

Таблица 3. Высвобождение Протегрина-1 из препропептидного предшественника под воздействием фермен-
тов 

Ферменты пищеварения Homo sapiens 
Пепсин (pH>2) Трипсин 

METQRASL|C|L|GRW|SL|W|L|L|L|L|A|L|VVPSASAQA|L|S|
Y|REAV|L|RAVDRL|NEQS-
SEAN|L|Y|RL|LE|L|DQPPKADEDPGTPKPVS|F|TVKETVCPR
PTRQPPEL|CD|F|KENGRVKQCVGTVT|L|DQIKDPL-
DITCNEVQGVRGGRL|CY|CRRRFCVCVGRG 

METQR|ASLCLGR|WSLWLLLLALVVPSASAQALSY-
REAVLR|AVDRLNEQSSE-
ANLYR|LLELDQPPKADEDPGTPKPVSFTVKETVCPRPTR|Q
PPELCDFK|ENGR|VK|QCVGTVTLDQIK|DPL-
DITCNEVQGVR|GGR|LCYCRRRFCVCVGR|G 

Ферменты Sus scrofa 
Каспаза-3 Каспаза-6 

METQRASLCLGRWSLWLLLLALVVPSASAQALSY-
REAVLRAVDRLNEQSSE-
ANLYRLLELDQPPKADEDPGTPKPVSFTVKETVCPRPTRQP
PELCDFKENGRVKQCVGTVTLDQIKDPLDITCNEVQGVRG-
GRLCYCRRRFCVCVGRG 

METQRASLCLGRWSLWLLLLALVVPSASAQALSY-
REAVLRAVDRLNEQSSE-
ANLYRLLELDQPPKADEDPGTPKPVSFTVKETVCPRPTRQP
PELCDFKENGRVKQCVGTVTLDQIKDPLDITCNEVQGVRG-
GRLCYCRRRFCVCVGRG 

Энтерокиназа Нейтрофильная эластаза 

METQRASLCLGRWSLWLLLLALVVPSASAQALSY-
REAVLRAVDRLNEQSSE-
ANLYRLLELDQPPKADEDPGTPKPVSFTVKETVCPRPTRQP
PELCDFKENGRVKQCVGTVTLDQIKDPLDITCNEVQGVRG-
GRLCYCRRRFCVCVGRG 

METQRA|SLCLGRWSLWLLLLA|LV|V|PSA|SA|QA|LSY-
REA|V|LRA|V|DRLNEQS-
SEA|NLYRLLELDQPPKA|DEDPGTPKPV|SFTV|KETV|CPRP
TRQPPELCDFKENGRV|KQCV|GTV|TLDQIKDPL-
DITCNEV|QGV|RGGRLCYCRRRFCV|CV|GRG 

Примечание: | - сайт расщепления в препропептидной молекуле; зрелый пептид отмечен 
желтым цветом 

Нейтрофильная эластаза Sus scrofa расщепляла препропептидный предшествен-
ник Протегрина-1, причем с высвобождением зрелой последовательности, тем самым ак-
тивируя ее. Это объясняется локализацией пептида и соответствует его природному ме-
ханизму высвобождения. In silico прогнозирование воздействия ферментов позволяет не 
только оценить переваримость, потенциальную стабильность и сопоставленную с ней 
эффективность при применении в зависимости от целей, но также помочь в подборе ме-
тодов для интенсификации извлечения пептидов из их предшественников [12, с. 134]. 

Выводы.  
Существует большое количество биоинформатических инструментов для прогно-

зирования характеристик БП, они используют разные механизмы и алгоритмы анализа, 
включая машинное обучение, нейросети, имеющиеся литературные данные. Часто при 
совмещении результатов анализа, полученных из разных ресурсов, можно заметить не-
совпадения и противоречия. Для повышения эффективности инструментов in silico по-
прежнему необходимы дальнейшая разработка программного обеспечения, больше экс-
периментальных данных и адекватная кластеризация данных. До сих пор их следует рас-
сматривать только как вспомогательные инструменты при скрининге свойств биоактив-
ных пептидов. Тем не менее, биоинформатические ресурсы могут быть чрезвычайно по-
лезны при качественном анализе биоактивных последовательностей перед исследовани-
ями in vitro или in vivo, в особенности в сочетании с «ручным» биоинформатическим 
анализом. 
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Заключение. 
 Авторы считают, что в данной работе новыми являются следующие положения 

и результаты: рассмотрен алгоритм in silico оценки характеристик биоактивных пепти-
дов, позволяющий оценить биологическое действие, токсичность, стабильность в раз-
личных условиях Протегрина-1, а также выявить возможные пути трансформации пеп-
тида в процессе пищеварения и post mortem. Продемонстрированы ограничения биоин-
форматических инструментов при сопоставлении результатов анализа, полученных из 
разных ресурсов. Полученные результаты могут также помочь в разработке методов для 
интенсификации извлечения биоактивных пептидов из природных источников. 
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АНАЛИЗ МЕТОДИЧЕСКИХ ПОДХОДОВ ОЦЕНКИ РИСКОВ БЕЛКОВ,  
ПОЛУЧАЕМЫХ С ИСПОЛЬЗОВАНИЕМ ТЕХНОЛОГИЧЕСКИХ 
 МИКРООРГАНИЗМОВ 
Анализ методов оценки риска пищевых продуктов, полученных с помощью микробного 
синтеза, показал, что наибольший риск для здоровья населения представляют белки из-
за сложности их очистки. Определены направления совершенствования методических 
подходов, обеспечивающих безопасность процессов производства таких пищевых про-
дуктов и отсутствие рисков для здоровья населения при их использовании в составе ра-
ционов. 
Ключевые слова: методы оценки риска здоровью, пищевая продукция, требования без-
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DEVELOPMENT OF METHODOLOGICAL APPROACHES FOR ASSESSING THE 
RISKS OF PROTEINS PRODUCED USING TECHNOLOGICAL MICROORGAN-
ISMS 
An analysis of methods for risks estimation of food obtained using microbial synthesis showed 
that proteins is greatest risks to public health due to the complexity of its purification. Direc-
tions for improving methodological approaches have been identified to ensure the safety of the 
production processes of such food products and the absence of risks to public health when used 
as part of diets. 
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Введение. В настоящее время более миллиарда человек во всем мире недоедают 

из-за нехватки пищевых продуктов. В соответствии с прогнозами, к 2050 году население 
земли достигнет 9,7 миллиардов человек. В этой связи, растущий дефицит источников 
продовольствия представляет серьезную проблему. Особую роль в питании играют 
белки, являющиеся источниками азота и незаменимых аминокислот, которые необхо-
димы для роста, регенерации клеток и синтеза новых структурных белков, ферментов, 
гормонов в организме, а также целого ряда других биологически активных веществ. 
Белки, получаемые при помощи методов биотехнологии, используются в пищевой про-
мышленности также в качестве ферментных препаратов, пищевых добавок, ароматиза-
торов. Это объясняет необходимость увеличения объемов производства белков с исполь-
зованием альтернативных, менее дорогостоящих методов – при помощи микробного 
синтеза. Согласно базе данных компаний GFI (Good Food Institute), в настоящее время 88 
компаний ориентированы исключительно или преимущественно на производство бел-
ков, получаемых с использованием микроорганизмов (микроводорослей, бактериальных 
культур и простейших грибов). В 2021 прибыль от реализации такой продукции соста-
вила 1,69 миллиарда долларов, что на 285% больше, чем в 2020 году [1,2].  

В соответствии с установленными требованиями, белки, получаемые с использо-
ванием микробного синтеза, не должны содержать в составе жизнеспособных форм 
и/или ДНК технологических микроорганизмов, транспозонов, токсинов, антибиотиков и 
других веществ с антибактериальным действием, аллергенов и других метаболитов, вы-
зывающих негативное действие на организм человека [3-6]. Эти требования обусловли-
вают необходимость использования современных методов очистки белков [7], а также 
совершенствования методологии оценки рисков здоровью населения при их использова-
нии в пищевой промышленности. В этой связи является важным развитие методологии 
оценки рисков здоровью потребителей белков, производимых с использованием микроб-
ного синтеза.  

Цель работы. Обоснование развития методических подходов оценки риска здо-
ровью населению белков используемых в пищевой промышленности, производимых с 
использованием   микробного синтеза. 

Материалы и методы. В ходе выполнения исследований проведен анализ и обоб-
щение данных опубликованных в реферативных базах данных Scopus, Web of Science, 
PubMed, РИНЦ, а также положений отечественных и международных нормативных и 
законодательных документов. 

Полученные результаты. 
Выбор продукционного микроорганизма имеет большое значение в каждом био-

технологическом процессе. В этой связи микроорганизмы для производства пищевых 
ингредиентов выбираются с учетом потребности в кислороде и выделения тепла во 
время ферментации, скорости роста, производства недорогих субстратов, толерантности 
к температуре и pH, генетической стабильности, морфологии роста, составу конечного 
продукта и структуры, а также с учетом простоты извлечения и очистки белка. Среди 
природных штаммов микроорганизмов, используемых в пищевой промышленности, са-
мым высоким содержанием белка характеризуются микроводоросли (60–70 мас.%), за 
ними следуют бактерии (30–80 мас.%), дрожжеподобные грибы (30–50 мас.%) и про-
стейшие грибы (10–20 мас.%)[1].  

Придание новых свойств микроорганизмам при помощи методов биотехнологии 
(направленная селекция, мутации, генетические технологии) способствует значимым об-
разом увеличить объемы производства пищевых ингредиентов. Согласно отчету GFI в 
2021 году около 360 миллионов долларов США было инвестировано в исследования в 
области производства белков с использованием биотехнологических методов. Лидерами 
в развитии этих производств являются Сингапур, Израиль, Канада, Европа (в частности 
Дания), США и Китай [1].  
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Оценка потенциальных рисков здоровью потребителей при использовании пище-
вой продукции, получаемой при помощи таких микроорганизмов, связана, прежде всего, 
с оценкой их возможного негативного действия на организм человека, а также продук-
ции токсичных метаболитов и/или биологически активных веществ нового вида (напри-
мер, нуклеиновых кислот и/или протеинов), которые могут вызывать опасения относи-
тельно  их влияния на метаболизм, стабильности, биодоступности, аллергенности, влия-
ния на микробиоценоз кишечника [2]. 

Риски здоровью потребителей при использовании в пищу белков микробиального 
происхождения могут быть в значительной степени нивелированы в процессе их 
очистки. Вместе с тем, традиционная очистка белка – сложный процесс включающий, 
как правило, три этапа: предварительная обработка, грубое фракционирование и тонкое 
фракционирование. Каждый этап существенно влияет на чистоту, выход и биологиче-
скую активность целевых белков. Такая многоступенчатая очистка белков увеличивает 
риск потери их активности и требует значительных затрат. Сокращение этапов произ-
водства безопасных для здоровья человека белков, снижение себестоимости продукции 
без потери или снижения активности, а также объема их производства являются важней-
шими направлениями развития пищевой промышленности [8,9]. 

Вопросы обеспечения биологической безопасности в Российской Федерации ре-
гулируются Федеральным законом от 30 декабря 2020 г. N 492-ФЗ «О биологической 
безопасности в Российской Федерации», Федеральным законом от 5 июня 1996 года № 
86-ФЗ (ред. от 02.07.2021) «О государственном регулировании в области генно-инженер-
ной деятельности», а также рядом Постановлений Правительства РФ, определяющих 
правила государственной регистрации такой пищевой продукции, выпуска ее в окружа-
ющую среду,  государственного контроля за использованием продуктов генетических 
технологий, требования к коллекциям штаммов-продуцентов. Регламенты безопасного 
использования в пищевой промышленности технологических микроорганизмов, предна-
значенных для производства пищевой продукции, приведены в   СанПиН 2.3.2.2340-08. 
Дополнения и изменения N 6 к СанПиН 2.3.2.1078-01 «Гигиенические требования без-
опасности и пищевой  ценности пищевых продуктов». 

В соответствии с законодательством Евразийского экономического союза (ЕАЭС) 
генетически модифицированные организмы и микроорганизмы ранее не используемые 
в пищевой промышленности, не прошедшие процедуру оценки рисков здоровью чело-
века, относятся к пищевой продукции нового вида. Таким образом, при производстве 
(изготовлении) продукции из продовольственного (пищевого)  сырья,  полученного  из  
ГМО микробного происхождения, должны использоваться линии (штаммы) микроорга-
низмов, прошедшие государственную регистрацию, в ходе которой должны быть пред-
ставлены сведения, свидетельствующие о ее безопасности для здоровья человека [10].  
Требования безопасного применения пищевой продукции биотехнологичекого проис-
хождения установлены Изменением №2 ТР ТС 029/2012 [11] (Утверждены Решением 
№84 Совета Евразийской экономической комиссии от 29.08.2023), в котором актуализи-
рованы требования к ферментным препаратам, а также к технологическим микроорга-
низмам (природным, мутантным и генетически модифицированным штаммам).  Этим 
документом введено требование присвоения индивидуального кода-номера каждого 
штамма-продуцента. Впервые введены требования безопасности к пищевым добавкам и 
вкусоароматическим веществам микробного синтеза.  

Вместе с тем, на сегодняшний день законодательством ЕАЭС не предусмотрены 
регламенты безопасности для нутриентов (белков, пептидов, аминокислот и других био-
логически активных веществ, пищевых ингредиентов), получаемых с использованием 
микробного синтеза. Сложившаяся ситуация несет дополнительные риски здоровью 
населения, вследствие значимой разницы научных знаний, уровня технологического раз-
вития и законодательства различных стран, производимых такую продукцию. Кроме 
того, сложность очистки белков, в том числе ферментных препаратов, пептидов, делает 

https://docs.cntd.ru/document/901806306#6520IM
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приоритетным разработку процедур оценки рисков для этой группы пищевой продук-
ции.  

Разработанные ранее в РФ требования к процедурам оценки рисков продукции 
микробного синтеза [12] требуют значительной доработки с учетом международного 
опыта и стран имеющих большой опыт производства пищевой продукции биотехноло-
гического синтеза, а также их включения в законодательные акты ЕАЭС. 

Согласно требованиям Комиссии Кодекс Алиментариус установлены следующие 
регламенты, определяющие требования безопасного использования пищевой продукции 
микробного синтеза (Табл. 1).  

 
Таблица 1 – Регламенты, определяющие безопасность пищевой продукции микробного происхождения 

в соответствии с международным законодательством 

№ регламента Наименование руководства 

CXG 44-2003 
Principles for the Risk Analysis of Foods Derived from Modern Biotechnol-
ogy/ Принципы анализа риска пищевой продукции, полученной с помо-
щью современной биотехнологии 

CXG 46-2003 

Guideline for the Conduct of Food Safety Assessment of Foods Produced Us-
ing Recombiant-DNA Microorganisms/Руководство по проведению оценки 
безопасности пищевых продуктов, произведенных с использованием 
микроорганизмов, созданных на основе рекомбинантной ДНК 

CXG 74-2010 

Guidelines on Performance Criteria and Validation of Methods for Detection, 
Identification and Quantification of Specific DNA Sequences and Specific 
Proteins in Foods/Руководство по критериям эффективности и валидации 
методов обнаружения, идентификации и количественного определения 
специфических последовательностей ДНК и специфических белков в пи-
щевых продуктах 

CXG 76-2011 

Compilation of Codex texts relevant to the labelling of foods derived from 
modern biotechnology/Сборник текстов Кодекса, касающихся маркировки 
пищевых продуктов, полученных с помощью современной биотехноло-
гии. 

 
В Европейском Союзе безопасность пищевой продукции, получаемой биотехно-

логическими методами, регулируется Постановлением ЕС  No 528/2012 [13]. Перечень 
данных (сведений) представляемых производителем, необходимых для оценки безопас-
ности пищевых добавок, ферментных препаратов и пищевых ароматизаторов приведен 
в Постановлением ЕС  No 562/2012 [14]. Постановлением ЕС No 234/2011 установлены 
требования к процедурам оценки безопасности пищевых добавок, ферментных препара-
тов и пищевых ароматизаторов [15]. Европейским агентством по безопасности пищевой 
продукции (EFSA) разработано и утверждено более 30 нормативных документов, уста-
навливающих требования безопасности производства и использования пищевой продук-
ции, кормов, средств защиты растений и ветеринарных средств, получаемых с использо-
ванием микроорганизмов [16]. По мере поступления новых научных данных и техноло-
гий эти требования совершенствуются. 

Аналогичные требования к процедурам оценки рисков пищевой продукции, в том 
числе белков, установлены в развитых странах (США, Канаде, Австралии и др.) 
[www.fda.gov/, www.canada.ca/en/health-canada.html, www.foodstandards.gov.au/food-
standards-code и др.]. 

Вместе с тем, EFSA в настоящее время планирует актуализировать эти руковод-
ства в части [16]: 

• категоризации продукции микробиального происхождения.  Предлагается раз-
делить их не на 4, а на 3 категории: первая категория, не содержащая рекомбинантной 
ДНК и жизнеспособных клеток, вторая категория, содержащая рекомбинантную ДНК, 

http://www.canada.ca/en/health-canada.html
http://www.foodstandards.gov.au/food-standards-code
http://www.foodstandards.gov.au/food-standards-code
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но не имеющая жизнеспособных клеток, и третья категория. содержащие жизнеспособ-
ные клетки (в том числе рекомбинантную ДНК); 

• требований к производственным процессам: анализа возможности продукции 
токсичных метаболитов в процессе ферментации, совершенствования способов очистки 
пищевой продукции микробного синтеза с учетом возможности образования фагов, 
включающих гены трансмиссии, кодирующих свойства вирулентности, антибиотико-
устойчивости, аллергенности, способности к токсинообразованию технологическими 
микроорганизмами; 

• совершенствования методов анализа содержания технологических микроорга-
низмов в готовом для употребления продукте, а также загрязнения пищевой продукции 
ксенобиотиками микробиального происхождения;  

• совершенствование методических подходов оценки токсикологической безопас-
ности пищевой продукции, получаемой с использованием природных, мутантных и ГМ 
штаммов микроорганизмов, в том числе при помощи методов биоинформатики (in silico), 
секвенирования ДНК, ПЦР анализа, культур клеток (in vitro) и методов эксперименталь-
ных исследований с использованием подопытных животных (in vivo);   

• оценки влияния технологических микроорганизмов и бактериофагов, пищевой 
продукции микробиального происхождения на микробиом кишечника (включая иссле-
дование влияния микробиома на метаболизм и иммунный статус макроорганизма). 

Проводимые в последние годы ФГБУН «ФИЦ питания и биотехнологии» иссле-
дования ферментных препаратов и пищевых добавок белковой природы, производимых 
с использованием мутантных и ГМ штаммов микроорганизмов, были направлены на ре-
шение аналогичных задач. Полученные результаты будут учтены в процессе разработки 
методических рекомендаций, устанавливающих порядок исследований пищевой продук-
ции микробного синтеза. Ввиду высоких рисков здоровью потребителя, наиболее жест-
кие требования должны быть установлены в отношении требований безопасного исполь-
зования пищевой продукции на основе белков и пептидов, аминокислот. 

Выводы.  
Анализ требований к процессам производства и процедуре оценки рисков белков, 

пептидов и ферментных препаратов, получаемых при помощи микробного синтеза, поз-
волил определить направления актуализации методов и процедур, обеспечивающих без-
опасное использование такой продукции  в пищевой промышленности РФ и ЕАЭС.  

Заключение  
Авторы считают, что в данной работе новым является анализ методических под-

ходов, обеспечивающих безопасность пищевой продукции микробиального происхож-
дения в процессе ее производства и использования в качестве пищевых ингредиентов в 
пищевой промышленности.  

Работа проведена за счет средств субсидии на выполнение государственного 
задания в рамках Программы фундаментальных научных исследований (тема 
№0410-2022-0003). 
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ПОЛИМЕРАЗНАЯ ЦЕПНАЯ СБОРКА ВЫСОКОГОМОЛОГИЧНЫХ ПОСЛЕДО-
ВАТЕЛЬНОСТЕЙ 
В статье обсуждаются путь получение высокогомологичного гена паучего шелка ADF4 
из Araneus diadematus. Процесс синтеза этого гена de novo представляет собой не 
только процесс ПЦР-сборки, но и детального анализа последовательности гена и его 
оптимизации для синтеза в E. сoli. В работе представлена последовательность дей-
ствий для сборки последовательностей обладающей высокой гомологией. 
Ключевые слова: генная инженерия, полимеразная цепная сборка, синтез генов de 
novo. 
 

 E. Mouhammad, А. Mohamed, N. Deeb, G.D. Otinov, E.I. Koshel 
ITMO University 

 
POLYMERASE CHAIN ASSEMBLY OF HIGHLY HOMOLOGOUS SEQUENCES 
This paper discusses the pathway for obtaining a highly homologous gene of spider silk ADF4 
from Araneus diadematus. The process of de novo synthesis of this gene is not only a process 
of PCR assembly, but also a detailed analysis of the gene sequence and its optimisation for 
synthesis in E. coli. This paper presents a sequence of actions for the assembly of sequences 
with high homology. 
Keywords: genetic engineering, polymerase chain assembly, de novo gene synthesis. 
 
Введение.  

Процесс сборки полимеразной цепи - основной метод получения рекомбинант-
ных белков, основанный на синтезе генов de novo. Этот процесс основан на предвари-
тельной фрагментации последовательности гена in silico на короткие фрагменты с пере-
крывающимися областями для их объединения. Алгоритмы фрагментации генных по-
следовательностей могут справиться с фрагментацией последовательностей с несбалан-
сированным GC, наличием нескольких повторов, изменяя температуру отжига и длину 
фрагмента [1,2]. Однако, синтез генов с высоким уровнем гомологии внутри самого гена 
является трудоемкой задачей. Эта проблема детальнее раскрывается при синтезе гена 
паучего шелка ADF4.   

В ранних работах получения этого белка в клетках E. coli [3] опирались лишь на 
белковую последовательность. Процесс представляется таким: разбивали всю последо-
вательность белка на участки с высокой гомологией, провели выравнивание всех гомо-
логичных участков внутри белка, использовали консунсусную последовательность для 
перевода в нуклеотидную и синтезировали этот участок de novo и приняли ее как за один 

mailto:gurzinaida1395@gmail.com
mailto:gurzinaida1395@gmail.com
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участок белка. Таким образом, если белок состоял из N участков, то консенсусную по-
следовательность необходимо повторить N раз, что отразилось на создании экспресси-
онного вектора. Важной особенностью этого подхода явилось не полная сборка гена, а 
лишь повторение ре-транслята консенсуса белковой последовательности. Безусловно, 
этот способ прекрасно справляется с поставленной задачей, а также в очередной раз де-
монстрируют мощность технологии продукции рекомбинантных белков. Однако, оста-
ется вопрос каким образом переводить белковую последовательность в нуклеотидную с 
минимальной потерей эффективности синтеза, как влияет перенос синтеза такого слож-
ного белка из специализированных клеток в клетки E. coli. 

Для решения этих вопрос необходимо разработать последовательность работы 
для быстрой сборки целых последовательностей генов de novo. В данной работе мы по-
пытаемся описать процесс полного синтеза гена для экспрессии в E. coli BL21 (DE3). 

Цель работы. 
Описание полного процесса синтез гена ADF4 de novo для экспрессии в E. coli 

BL21 (DE3). 
Материалы и методы. 
Нуклеотидная последовательность гена ADF4 была разделена на 8 частей на ос-

новании гомологичности участков. Проводили множественное выравнивание последо-
вательности гена с использованием MAFFT v. 7 [4]. Размер каждого участка находился 
в передел 150 п.о. для удобного синтеза олигонуклеотидов. Так как для всех 8 последо-
вательностей невозможно использовать реакцию ПЦР с перекрыванием, была предпри-
нята попытка сборки in silico при помощи реакции Golden Gate [5]. Сборку in silico и 
подбор последовательностей осуществляли в вэб-сервисе Bencling. Важное замечание, 
сначала необходимо объединить фрагменты 1-4, 5-6, 7-8 после чего получится объеди-
нить эти 3 фрагмента в цельную последовательность, каждое объединение проверено 
при использовании Golden Gate. 

Разбиение каждой последовательности нуклеотидов проводили при помощи про-
граммы DNAWorks v. 3.2.4 [1] в Google Colab, длина олигонуклеотида от 45 от 50 нук-
леотидов, температура отжига от 60 ºС до 68 ºС, концентрация моновалентных катионов 
50 мМ, концентрация ионов магния 2 мМ. Вариант с самым минимальным результатом 
использовали в работе. 

Для каждого из участок были подобраны фланкирующие праймеры, содержащие 
на 5’ концах последовательности сайта узнавания рестриктазы Bsa I.  

ПЦР сборку проводили в 2 этап. Первый этап: 1x Taq Buffer with KCl (Thermo 
Fisher, США), 0,2 мМ dNTP (Евроген, Россия), 0,1 мкМ каждого нуклеотида, 2,5 U Taq и 
0,25 U Pfu полимераз, 2 мМ MgCl2. MgCl2 добавляли после достижения смесью темпе-
ратуры 95 ºС в амплификаторе BioRad T100 (BioRad, США). Протокол ПЦР: 95 ºС – 5 
мин., следующие 30 циклов: 95 ºС – 15 сек., 60 ºС – 20 сек., 68 ºС – 30 сек. Второй этап, 
1x Taq Buffer with KCl (Thermo Fisher, США), 0,2 мМ dNTP (Евроген, Россия), 0,25 мкМ 
фланкирующих праймеров, 2,5 U Taq и 0,25 U Pfu полимераз, 2 мМ MgCl2, в качестве 
матрицы используется разведенная в 100 раз смесь 1-го раунда сборки (на каждые 20 мкл 
ПЦР смеси 2-го раунда сборки – 1 мкл разбавленного продукта 1-го раунда сборки).  

Полученные фрагменты клонировали при помощи набора CloneJET (Thermo 
Fisher, США) в соответствии протоколом производителя. E. coli XL-1 Blue трансформи-
ровали лигазными смесями. ПЦР-скрининг колоний проводили с использованием 
ScreenMix (evrogen, Россия) согласно протоколом производителя. 

Полученные результаты. 
Последовательность гена была поделена на 8 частей, согласно множественному 

выравниванию в MAFFT v. 7. Каждая из частей была разбита на олигонуклеотиды для 
ПЦР сборки программы DNAWorks v. 3.2.4 (см. материалы и методы). Фланкирующие 
последовательности праймеров были подобраны для каждой части с учетом объединения 
их в одной реакции Golden Gate. Однако, такое деление лишь условно и 
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экспериментальная сборка будет происходить в несколько этапов: сначала будут объеди-
нены фрагменты 1-4, 5-6, 7-8, после чего объединение этих 3 фрагментов будет прове-
дено с использованием Golden Gate. 

Сборку частей гена проводили при помощи полимеразной цепной сборки. Важно 
отметить, что при сборке важно использовать буфер, содержащий KCl. При использова-
нии буфера с (NH4)2SO4 ни один из фрагментов не был собран.  Для выявления клонов, 
не содержащих ошибки в последовательностях, было взято по 4 клона на секвенирова-
ние, согласно рекомендациям описанным в работе Ву и соавторов [2]. 

Выводы. 
На данном этапе были собраны последовательности всех 8 частей гена ADF-4 с 

использованием полимеразной цепной сборки. Была создана библиотека фрагментов для 
секвенирования по Сэнгеру.  

Заключение  
Авторы считают, что в данной работе новыми являются следующие положения и 

результаты: общая последовательность действий к синтезу генов с высокой гомологией. 
Так изначально необходимо разбить всю белковую последовательность на гомологич-
ные участки. Провести процедуру Golden Gate сборки in silico, чтобы убедиться в воз-
можности объединения частей гена в одну реакцию или несколько последовательных 
реакций. Разбить финальные последовательности частей на олигонуклеотиды. Важно от-
метить, что в последовательность части может уже входить сайт узнавания рестриктазы 
для Golden Gate. 
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В статье изучаются возможности создания биогибридных материалов на основе сме-
шанно-раздельной культуры цианобактерий и  гетеротрофных бактерий, выделенных 
из загрязненных сред, и их использования в условиях сверхнормативных загрязнений. 
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NTENSIFICATION OF BIOLOGICAL SELF-CLEANING UNDER CONDITIONS OF 
SLOPE DISCHARGE. 
The article studies the possibilities of creating biohybrid materials based on a mixed-separate 
culture of cyanobacteria and heterotrophic bacteria isolated from polluted environments, and 
their use in conditions of excess pollution. 
Keywords:  cyanobacteria, bacteria, immobilized cultures, water toxicology, biological treat-
ment, microplastic, 
 

Введение  
Круговорот веществ в природе включает их трансформацию, расщепление и син-

тез. Загрязнение (антропогенное, техногенное) – чисто человеческие понятия. Задача 
очистки состоит в том, чтобы вернуть позаимствованные вещества в биосферу, изъяв и 
переработав то, что может нанести ей вред. Материалы и сооружения биологической 
очистки cke;fnсредством трансформации трудноразлагаемых веществ в биодоступные. К 
основным загрязнителям природных вод относятся тяжелые металлы, углеводороды, в 
последние десятилетия к ним вплотную приближаются эвтрофикационное и пластиковое 
загрязнение  [1, 2]..  В условиях сверхнормативных загрязнений – аварийный залповый 
сброс загрязнителей,  избыточные осадки, таяние снега и возрастающие в последние 
годы паводки - необходимо  применение дополнительных средств. В больших городах 
уборка снега, поступающего в снеготопку и далее в очистные сооружения (+18о) «разби-
вает» нагрузку. Паводковые же воды помимо накопленных техногенных загрязнителей 
могут содержать сельскохоз-яйственные пестициды, отходы и сточные воды, поскольку 
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коммунальные очистные сооружения города не справляются с многократно повышен-
ным объемом воды. Добавляются и хлорсодержащие вещества, применяемые для дезин-
фекции. 

 Цель работы.  
Изучить возможность получения материала для биологической очистки загряз-

ненных сред при внезапном увеличении нагрузки (залповый сброс, разлив  рек) на основе  
диффузионной культуры цианобактерий с  гетеротрофными бактериями, выделенными 
из загрязненных сред. 

Материалы и методы.   
Использовали культуры нитчатых цианобактерий Nostoc sp.,и Anabaena sp. из 

коллекции кафедры биоинженерии биологического факультета МГУ и бактериальные 
ассоциации, выделенные из  загрязненных местообитаний [3].  

Выращивали культуры и проводили эксперименты на минеральной среде «С» в 
периодическом суспензионном и периодическом диффузионном (далее в тексте  «пери-
одическом» и «диализном» соответственно) режимах культивирования цианобактерий. 
В ассоциативной (смешанно-раздельной) культуре автотрофный компонент помещали 
внутрь диализного мешка, а гетеротрофные бактерии - во внешний объем. В качестве 
диализных мешков использовали пищевую целлофановую прозрачную оболочку диа-
метром 25 мм.  

Для выделения бактериальных ассоциацй из загрязненных сред использовали 5-7 
дневную диализную культуру, во «внешнюю» среду вносили аквариумный грунт, грунт 
из промышленного водоема,  почву с бензоколонки.  

В качестве модельных загрязнителей использовали эвтрофицированную воду, 
растворы тяжёлых металлов и частицы микропластика двух видов – аптечный препарат 
на гелевой основе и размолотые частицы  твёрдого пластика (до 1 мм), а также их смеси 
[3, 4].  

В качестве носителей использовали целлофановую оболочку, марлю, микроцел-
люлозу (Cellulose microcrystallic «Ankir-B»), хитозан, LipoSan ULTRA®), нетканый 
укрывной материал (17 г/м2) и  частицы микропластика.  

Для концентрации иммобилизованных бактерий использовали центрифугирова-
ние. 

Уровень детоксикации среды  оценивали по остаточному содержанию действую-
щего вещества в среде, а также с использованием диализной тест-культуры Synechococ-
cus 6301 [3, 5].. Количество частиц микропластика в среде определяли при микроско-
пировании. 

Полученные результаты. 
 Очистные сооружения моделируют естественные процессы, происходящие в 

почве и водоёмах, усиливая  их эффективность.  К основным методам интенсификации 
очистки можно отнести аэрацию, иммобилизацию и целенаправленное формирование 
микробных ассоциаций. 

Аэрация способствует интенсификации окисления органических веществ. 
Иммобилизацию можно рассматривать как физическое разделение биокатализа-

тора (клеток или ферментов) и растворителя, при котором молекулы субстрата и про-
дукта могут легко обмениваться между фазами. Данный подход совмещает в себе сорб-
цию и концентрирование загрязняющего вещества на твердофазной подложке вблизи 
иммобилизованных бактериальных клеток, что делает его более доступным для после-
дующего окислениями  [6,7 ]. Для иммобилизации используются как органические, так 
и неорганические материалы. Существующие в настоящее время органические полимер-
ные носители можно разделить на два класса: природные полимеры и синтетические по-
лимерные носители. Из природных полимеров в качестве носителей были использованы 
полисахаридные – целлюлоза, хитозан, агар. В качестве синтетического полимерного но-
сителя использовался укрывной материал (волокна ПВХ) Иммобилизованная культура 
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характеризуется сниженной скоростью роста и фотосинтеза при сохранении высокой 
скорости  метаболизма [3, 6].  

Ферментное разнообразие микробных ассоциативных систем   способствует де-
токсикации стоков от загрязнений сложного состава . 

Диффузионная (диализная) культура представляет собой одну из разновидностей 
культуры  иммобилизованных   клеток. При данном типе культивирования клетки мик-
роорганизмов находятся  в мешке из полупроницаемой мембраны, погруженном в  не 
менее чем 10-кратный объем «внешней среды». Благодаря этому обеспечивается  непре-
рывное поступление питательных веществ и отток метаболитов, ингибирующих клеточ-
ное деление. Свободному прохождению молекул токсикантов  (как и других веществ с 
молекулярной массой до 8-10 kDa) диализная мембрана не препятствует. [3].  

Использование диализных систем облегчает как выделение устойчивых штаммов 
из природных субстратов, так и  подбор компонентов для смешанных культур. При раз-
делении двух групп микроорганизмов полупроницаемой мембраной их взаимодействие 
осуществляется на уровне продуктов метаболизма: цианобактерии выделяют кислород и 
органические вещества, которые поддерживают рост бактерий и способствуют накопле-
нию ионов и взвесей металлов в ближайшем окружении клеток; бактерии в свою очередь 
обеспечивают окисление, восстановление и осаждение токсикантов. Ингибирующий эф-
фект, связанный с межклеточными контактами отсутствует:  в природных ассоциациях 
суммарный гетеротрофный компонент, обеспечивающий ферментное разнообразие, со-
ставляет 0,1–1%, при диализном культивировании доля бактерий – до 10-20% [3]. 

Цианобактериально-бактериальная ассоциация способствует достаточно полной 
детоксикации водной среды от смешанных стоков, содержащих металлы и ряд органи-
ческих веществ [3]. В существующей искусственно созданной экосистеме – активном 
иле,– связывающая поверхность составляет до 100 м2/г сухой массы,  Гранулы, размером 
< 1 мм состоят из множества клеток микроорганизмов, объединенных биополимерным 
гелем в хорошо защищенное и организованное структурно-функциональное целое – хло-
пья. Как и выделенных нами ассоциациях из загрязненных местообитаний, наиболее 
многочисленны бактерии p. Pseudomonas – до 80%. В геле содержатся главным образом 
полисахариды (молекулярный вес  20000-1000000 и выше), основная роль в их образова-
нии принадлежит капсульной бактерии Zoogloea ramigera, близкой по свойствам к псев-
домонадам  [7]. Связывающая поверхность цианобактериальной ассоциации равна по-
верхности диализной мембраны. 

Мелкие взвешенные трудноразлагаемые частицы в значительной степени пред-
ставлены «микропластиком». В настоящее время этот термин означает частицы синте-
тических полимеров или сополимеров, размером от нм до   5 мм. [2, 2].. Эти частицы 
накапливаются главным образом в поверхностном слое воды, частично обнаруживаются 
и в донном осадке, а также   в растениях, животных, биологических жидкостях людей, 
питьевой воде [7]. От 3 до 12 миллиардов частиц размером от 100 нм до 6 мкм переходит 
в жидкость из одного чайного пакетика при заваривании. При этом не существует ни 
чётких методик по определению таких частиц, ни способов очистки от них.  Установки 
по очищению сточных вод проходят до 10-30% неразлагаемых частиц, наиболее распро-
страненными загрязнителями этого типа являются частицы бисфенола А и полистирола 
[2, 9].  

Для повышения эффективности очистки  от взвешенных в водной среде  мелких  
частиц смешанно-раздельной культурой необходимы 1) максимальная связывающая по-
верхность, 2) возможность связывать достаточно крупные частицы, которые не пропус-
кают поры диализной плёнки, 3) минимизация межклеточных контактов между циа-
нобактериями и бактериальными ассоциациями (сохраняя взаимодействие на уровне эк-
зометаболитов). 

В диализном мешке накапливаются преимущественно высокомолекулярные по-
лисахариды, а низкомолекулярные  диффундируют  во внешний объем. В пересчете на 

https://ru.wikipedia.org/wiki/%D0%9F%D0%BB%D0%B0%D1%81%D1%82%D0%B8%D0%BA%D0%BE%D0%B2%D0%BE%D0%B5_%D0%B7%D0%B0%D0%B3%D1%80%D1%8F%D0%B7%D0%BD%D0%B5%D0%BD%D0%B8%D0%B5#cite_note-3
https://ru.wikipedia.org/wiki/%D0%9F%D0%BB%D0%B0%D1%81%D1%82%D0%B8%D0%BA%D0%BE%D0%B2%D0%BE%D0%B5_%D0%B7%D0%B0%D0%B3%D1%80%D1%8F%D0%B7%D0%BD%D0%B5%D0%BD%D0%B8%D0%B5#cite_note-3
https://ru.wikipedia.org/wiki/%D0%91%D0%B8%D1%81%D1%84%D0%B5%D0%BD%D0%BE%D0%BB_%D0%90
https://ru.wikipedia.org/wiki/%D0%9F%D0%BE%D0%BB%D0%B8%D1%81%D1%82%D0%B8%D1%80%D0%BE%D0%BB
https://ru.wikipedia.org/wiki/%D0%9F%D0%BB%D0%B0%D1%81%D1%82%D0%B8%D0%BA%D0%BE%D0%B2%D0%BE%D0%B5_%D0%B7%D0%B0%D0%B3%D1%80%D1%8F%D0%B7%D0%BD%D0%B5%D0%BD%D0%B8%D0%B5#cite_note-3
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общий объем к достижению стационарной фазы биомасса диализной культуры в 2,5-3 
раза выше, чем в периодической (в пересчёте на объём мешка - в десятки раз); а содер-
жание хлорофилла превышает таковое в периодической культуре в 6 раз. .В результате 
диффузионная культура цианобактерий представляет собой вязкую суспензию: концен-
трация углеводов в диализном мешке 6 раз выше, чем снаружи (и в 3 раза - чем в перио-
дической культуре). Как и полисахариды клеточной оболочки,  диффузионный слой эк-
зополисахаридов выполняет барьерную функцию между организмом и окружающей сре-
дой, в частности,   связывая химически активные или трудноразлагаемые вещества. В 
экспериментах исследуемый раствор, содержащий частицы геля (~0,5 мм) очищался за 
15-60 мин на ~90%, фиксировались только отдельные частицы, основная масса их осе-
дала на поверхности диализного мешка.  При использовании фрагментов мешка наблю-
дается аналогичный эффект – частицы микропластика и цианобактерии связываются вы-
сокомолекулярными полисахаридами с образованием рыхлых хлопьевидных скоплений 
-  флокул и оседают на дно. [4].  

Для выделения бактериальных ассоциаций из загрязненных местообитаний куль-
тура цианобактерий выращивалась в течение недели, затем во внешнюю среду помещали 
грунт из загрязненных местообитаний, через 2-5 сут наблюдалось помутнение среды, 
при микроскопировании обнаруживались бактерии. Далее во «внешнюю»  среду вводили 
модельные частицы микропластика (пыль полистирола (< 1 мм)  и аптечный гель), вы-
держивали 1-2 сут, после чего извлекали диализный мешок и концентрировали бактери-
альную взвесь центрифугированием. На 1-2 сутки наблюдалась поверхностная колони-
зация бактериальными ассоциациями как «округлых»,  сферических или аморфных ча-
стиц геля, так и «абразивных» фрагментов размолотого пластика. 

Для получения полисахаридной суспензии цианобактерии выращивали в мешках 
2-3 недели. Полисахариды способствуют сохранению воды и поддерживают жизнеспо-
собность клеток при хранении. Далее  целлофановая оболочка с обрастаниями разреза-
лась на фрагменты, а суспензия наносили  на  подложки из природных и синтетических 
полимеров, либо смешивали с  2% агаром [5] и после застывания протирали через ячейки 
1 мм.  Суспензия на подложках (включая целлофановую мембрану) подсушивалась на 
воздухе при комнатной температуре, затем на него наносилась взвесь, содержащая коло-
низированные частицы пластика (так уменьшается площадь непосредственных клеточ-
ных контактов цианобактерий и бактерий), после чего полученный материал можно 
было хранить в холодильнике (+5о) до использования. Гранулы также смешивались со 
взвесью. Проверку детоксикации стоков проводили в колбах (750 мл) или прозрачных 
пластиковых бутылях (1.5 л). «Лент» или квадратов общей площадью 5 см2 было доста-
точно для очистки 0, 5 л воды от различных вариантов смешанных токсикантов. Наибо-
лее удобны в использовании марля и нетканый материал, менее – гранулы (агар, микро-
целлюлоза, хитозан).  После связывания загрязнителей флоккулы  оседают быстрее, чем 
клетки на подложке.   

Природные полимеры – целлюлоза (марля, микроцеллюлоза, целлофан), хитозан 
ц разлагаются при компостировании, Целлофановая мембрана разлагается быстрее всего 
- при биотестировании природных вод содержащих бактерии, разрушающие целлюлозу) 
диализный мешок с цианобактериями разрывался под собственным весом при попытке 
извлечь его (более 3-7 дней) или на границе водной и воздушной среды (при  фиксации 
мешка на стеклянной трубке для отбора проб) [4] Укрывной материал состоит из поли-
пропиленовых волокон, склеенных высокой температурой, он не разлагается,  но удобен 
в использовании и не мешает при компостировании. 

Выводы.  
Проанализирована  возможность получения материала для биологической 

очистки загрязненных сред при внезапном увеличении нагрузки (залповый сброс, разлив  
рек) на основе  диффузионной культуры нитчатых цианобактерий с  гетеротрофными 
бактериями, выделенными из загрязненных сред. Показано, что очистка от 

https://ru.wikipedia.org/wiki/%D0%9F%D0%BB%D0%B0%D1%81%D1%82%D0%B8%D0%BA%D0%BE%D0%B2%D0%BE%D0%B5_%D0%B7%D0%B0%D0%B3%D1%80%D1%8F%D0%B7%D0%BD%D0%B5%D0%BD%D0%B8%D0%B5#cite_note-3
https://ru.wikipedia.org/wiki/%D0%9F%D0%BB%D0%B0%D1%81%D1%82%D0%B8%D0%BA%D0%BE%D0%B2%D0%BE%D0%B5_%D0%B7%D0%B0%D0%B3%D1%80%D1%8F%D0%B7%D0%BD%D0%B5%D0%BD%D0%B8%D0%B5#cite_note-3
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распространённых в городской среде токсикантов – тяжёлых металлов, эвтрофикацион-
ных загрязнителей и частиц микропластика осуществляется достаточно эффективно. 
Наибольший эффект при очистке стоков сложного состава наблюдался при использова-
нии смешанно-раздельной культуры цианобактерий, иммобилизованных  на подложках 
из природных или синтетических полимеров или в гранулах агара, и бактериальных ас-
социаций, связанных с частицами микропластика   .При данном типе культивирования 
соблюдаются основные условия – максимальная связывающая поверхность, повышен-
ное количество экзополисахаридов, участвующих в связывании и обезвреживании ток-
сикантов, сохранение смешанно-раздельного состояния культуры, обеспечивающего 
наиболее эффективное взаимодействие автотрофного и гетеротрофного компонента и 
использование способности бактерий к колонизации частиц микропластика.  

Заключение. 
 Авторы считают, что в данной работе новыми являются следующие положения 

и результаты. Материал, полученный на основе ианобактериальный ассоциации с гете-
ротрофными бактериями может применяться при очистке воды от загрзянителей, в том 
числе при внезапном увеличении токсической нагрузки. К числу достоинств материала 
можно отнести :максимальную связывающую поверхность, повышенное количество эк-
зополисахаридов, участвующих в связывании и обезвреживании токсикантов, и способ-
ствующих сохранению культуры цианобактерий до применения и использование спо-
собности бактерий к колонизации частиц микропластика для сохранения смешанно-раз-
дельного состояния культуры, обеспечивающего наиболее эффективное взаимодействие 
автотрофного и гетеротрофного компонента. 
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В рамках гипотезы о дискретном происхождении архей и бактерий рассмотрены све-
дения о радикальных различиях между этими доменами в мембранных липидах, процессе 
репликации и некоторых других клеточных системах. На основе этой информации пред-
ложена нетривиальная трактовка проблемы происхождения жизни: предполагается, 
что жизнь могла зарождаться на Земле неоднократно и асинхронно (во времени) в ло-
кально-разных геохимических зонах, различающихся по физико-химическим условиям, за-
висящим от многих природных факторов. 
Ключевые слова: происхождение жизни, археи, бактерии, абиотические синтезы, мем-
бранные фосфолипиды, протоклетки 
 
 S.V.1,2Shestakov,  E.A.1 Karbysheva 

1M.Lomonosov Moscow state university, genetic department 
2  N.Vavilov Institute of general genetics Russian Academy of Sciences 

 
ON DISCUSSING HYPOTHESES RELATED TO THE ORIGIN OF LIFE 
In the frame of hypothesis on discrete origin of archea and bacteria a radical differences be-
tween these domains are considered: it concerns membrane phospholipids, replication appa-
ratus and some other cell systems. Based on this information nontrivial view on the problems 
of the origin of life is presented. As supposed life on Earth might have arised multiple times and 
asynchronously in various local geochemical zones with different physico-chemical conditions 
dependent on many natural factors  
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Обсуждение проблем происхождения жизни на Земле имеет виртуальный харак-
тер из-за отсутствия надежных сведений о геохимических процессах в эпоху формиро-
вания облика планеты и в период зарождения жизни (более 4х миллиардов лет назад). Не 
представляется возможным осуществить экспериментальную проверку гипотез о том, 
каким образом происходил переход от абиотических синтезов к образованию первичных 
протоклеток. Эти гипотезы базируются на логических построениях, дающих простор для 
выбора аргументов и интерпретаций, отражающих, как правило, интересы участников 
дискуссии в определенной области знаний (биохимии, микробиологии, генетики, биоин-
форматики и др.). Обсуждение ведется под знаком (если не гипнозом) двух общеприня-
тых догматических постулатов: 

1) жизнь на Земле зародилась однократно и поэтапно эволюционировала через 
серию «узких горлышек» отбора до современных видов организмов; 

2) все многообразные формы организмов имеют общее происхождение из одного 
условного корня. Эта концепция выражена в представлениях о LUCA (гипотетический 
универсальный общий предок, из которого возникли первичные домены — археи и бак-
терии). 

В данном очерке в ракурсе критического отношения к этим консенсусным посту-
латам кратко изложена ранее высказанная нами гипотеза о дискретном происхождении 
архей и бактерий [1]. В этой гипотезе допускается возникновение предпосылок незави-
симого происхождения двух этих доменов в ходе добиологических процессов абиоге-
неза, а не в результате расхождения ветвей архей и бактерий на уровне LUCA. Такой 
подход основан на концепции «химической эволюции» [2], согласно которой развитие 
(прото) метаболизма предшествовало становлению систем 
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самокопирования/репликации, генетического кодирования и аппарата трансляции [3].  
Получили развитие представления о том, что истоки метаболизма современных 

организмов были заложены в абиогенезе в результате сопряжения химических синтезов 
и образования упорядоченных цепочек химических реакций, составляющих «химиче-
ские экосистемы» [3], эволюционирующие путем избирательного ускорения аутокатали-
тических процессов и кооперативного взаимодействия различных химических сетей [2]. 
Такие события происходили до появления LUCA [4], природа которого имеет различные 
трактовки в понятиях молекулярной филогеномики: а) LUCA как клетка с развитым ге-
номом и метаболизмом, подверженная эволюции по схемам Дарвиновского отбора; б) 
как консорциум протоклеток (прогенот) [5,6] эволюционирующий как целое сообщество 
за счет интенсивных горизонтальных обменов метаболитами и генетическими элемен-
тами между протоклетками.   

В принципиальном для эволюционной биологии вопросе о том, почему и каким 
образом произошла дихотомия доменов, особое внимание уделено анализу различий 
между археями и бактериями в структуре и стереоспецифичности мембранных фосфо-
липидов. У архей такие липиды содержат изопреновую группу, соединенную с глицерол-
1-фосфатом, а у бактерий стереохимически противоположный глицерол-3-фосфат связан 
с жирной кислотой. Синтез глицерол-специфичного остова катализируется у архей и бак-
терий негомологичными дегидрогеназами различного филогенетического происхожде-
ния [7]. На основе этих сведений было высказано предположение о том, что бактерии и 
археи могли возникнуть независимо из внеклеточного предка в процессе формирования 
у него фосфолипидов различного типа. Сходные представления разрабатывались и дру-
гими авторами, предложившими гипотезу о зарождении предшественников клеток в не-
органических ячейках морских гидротермальных зон, где липидоподобные структуры 
могли участвовать в организации протометаболизма и систем энергетического обеспе-
чения [8]. Рассматривались варианты дивергенции доменов из клеточного LUCA, обла-
давшего гетерохиральными мембранами [9,10]. Однако идеи о расхождении архей и бак-
терий в результате селекции на монохиральность мембран при сегрегации линий клеток 
или редукционных преобразований LUCA не получили экспериментального подтвер-
ждения [1]. 

Как происходило замещение абиотического синтеза липидов на ферментативные 
механизмы остается неясным, но то, что липиды играли первостепенную роль на ранних 
этапах эволюции, сомнений не вызывает. Они обеспечили условия для концентрирова-
ния субстратов химических реакций в замкнутой структуре, в которой происходило раз-
витие протометаболизма и синтез полирибонуклеотидов и пептидов. Химически синте-
зированные липидные соединения (в частности, жирные кислоты) способны к образова-
нию однослойных мицелл и двуслойных везикул путем репродуктивной самосборки 
[11]. Везикулы обладают аутокаталитическими свойствами (как липозимы по аналогии 
с РНК-рибозимами) и оказывают каталитическое действие на разные процессы протоме-
таболизма [12]. Репликация молекул РНК внутри таких везикул  явилась важнейшим ша-
гом в строительстве первичных протоклеток [13]. 

Понимание значимости абиогенного синтеза липидов в процессе формирования 
протомембран легло в основу концепции «липидного мира» [12], предшествовавшего 
РНК-миру. Информация о ключевой роли абиотических синтезов липидов не противо-
речит гипотезе дискретного происхождения первичных доменов, обладающих ради-
кально различными фосфолипидными мембранами. Археи и бактерии различаются   
также и по ряду других существенных характеристик, которые касаются: 1) структуры и 
свойств клеточных стенок; 2) систем транспорта, секреции, клеточного деления;  

3) белкового состава жгутиков и пилей, ответственных за подвижность клеток;   
4) функционирования протеосом, систем деградации дефектных белков; 5) стро-

ения АТФаз и трансмембранного механизма генерации энергии; 6) процессов метилиро-
вания  (археям свойственна система синтеза тетрагидрофолата, связанная с 
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метаногенезом; у бактерий метаноптерин обслуживает процесс ацетогенеза);  7) набора 
минорных белков в рибосомном комплексе; 8) ферментов модификации транспортной 
РНК и факторов инициации трансляции и транскрипции. Особого внимания заслуживает 
природа различий в аппарате репликации ДНК, заместившей РНК-геномы при переходе 
от протоклеток к клеточным линиям. У многих белков (праймазы, хеликазы и др.), участ-
вующих в репликации ДНК у архей, нет гомологии с белками, выполняющими подобные 
функции у бактерий [14]. У многих архей репликазой является белок PolD (у других, как 
и у эукариот, — PolB), тогда как у бактерий репликация осуществляется исключительно 
ДНК-полимеразой PolC, не имеющей гомологии с другими ДНК-полимеразами. Исходя 
из представлений об эволюционно позднем происхождении ДНК (на завершающем 
этапе РНК-мира) высказано предположение, что различия в системах репликации ДНК 
возникли в результате эволюционных преобразований в LUCA как клеточной структуры 
[15]. Но по совокупности многих аргументов более убедительным выглядит утвержде-
ние о возможности независимого происхождения систем репликации у архей и бактерий 
на этапе перехода от прогенот к клеткам [16]. Мы полагаем, что предпосылки расхожде-
ния доменов могли формироваться еще в до-LUCA периоде [4], на что указывают моле-
кулярно-филогенетические исследования, свидетельствующие о высоких темпах эволю-
ции на самых ранних ее этапах [17]. 

В контексте обсуждения путей абиогенных синтезов предложено несколько аль-
тернативных сценариев с разными начальными этапами синтеза органических веществ, 
участвовавших в становлении протометаболизма. В одной версии водород, используе-
мый для восстановления СО2,  выделялся в процессе образования пирита из минераль-
ного сульфида железа. В другом сценарии ведущая роль отведена цинку, магнию, на по-
верхности кристаллов которых происходит восстановление СО2 с образованием муравь-
иной кислоты, тиометилацетата и различных С-соединений, необходимых для синтеза 
азотистых оснований и аминокислот. Системы «железо-серного» и «цинкового» мира, а 
также возможные пути усвоения СО2 в абиогенезе предметно рассмотрены в монографии 
М.Никитина [18]. Эти сведения указывают на  вариативность процессов функциониро-
вания химических экосистем в абиогенезе. 

Альтернативными являются и основные гипотезы абиотических предпосылок за-
рождения жизни. Получила распространение гипотеза возникновения жизни в зоне мор-
ских гидротермальных источников, где в неорганических железо-сульфидных ячейках в 
щелочной среде происходило геохимическое образование водорода, служившего доно-
ром электронов для восстановления СО2 и генерации энергии, используемой для синтеза 
органических соединений и становления первичных протоклеток [8]. Согласно другой 
гипотезе [19] жизнь зародилась в континентальных мелководных водоемах, куда посту-
пал пар из наземных горячих источников и различные химические элементы минераль-
ного происхождения.  Преимущество второй модели заключается в более благо-
приятных природных условиях (по сравнению с морской средой) для развития протокле-
ток. Это относится к температуре, высокому содержанию СО2 в атмосфере, доступности 
растворимых форм химических элементов (в частности фосфора); наличию пористой по-
верхности, нужной для сопряжения абиотических процессов, использования солнечной 
энергии для осуществления фотохимических синтезов. 

Гипотезы о происхождении жизни, сопряжении абиогенеза с возникновением 
протоклеток и первичных доменов прямо связаны с вопросом о природе LUCA (в кле-
точной или доклеточной форме). По существу, LUCA является абстрактным понятием 
— это не физическая структура, а скорее процесс, в ходе которого через горизонтальные 
переносы и кооперативное взаимодействие протоклеток в консорциуме происходит их 
усложнение и автономизация [20]. Такое понимание сущности LUCA позволяет при-
знать возможным возникновение на старте эволюционного процесса нескольких незави-
симых вариантов LUCA, некоторые из которых развивались, а другие элиминировались 
[21,22]. В этом смысле логично предполагать, что в геохимически различных нишах 
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могли возникнуть LUCA различного типа. Таким образом допускается множественность 
актов зарождения жизни, зависящих от локальных физико-химических условий, опреде-
ляющих пути формирования протометаболизма и, соответственно, свойства возникаю-
щих протоклеток. Из признания множественности актов зарождения жизни вытекает вы-
вод об асинхронности этих событий во времени (возможно предшественники архей и 
бактерий возникли в разные периоды). На основе дедуктивных размышлений можно по-
лагать, что жизнь на Земле зарождалась не один раз и не в одной единственной локации. 
Это могло происходить на протяжении всего периода существования благоприятных ло-
кальных физико-химических условий анаэробного абиогенеза радикально отличавшихся 
от условий современной биосферы с ее кислородной атмосферой и динамичными био-
геохимическими циклами. 

Авторы считают, что в данной работе новыми являются следующие заключения: 
резюмируя обсуждение гипотез о происхождении жизни  можно заключить, что предпо-
сылки возникновения протоклеток (предшественников архей и бактерий) закладывались 
при формировании систем протометаболизма, различия между которыми зависели от 
большого числа природных факторов: 1) источников энергии (УФ-радиация, радиоак-
тивность нестабильных изотопов, геохимическое образование водорода и т. д.); 2) нали-
чия, состояния и концентрации химических элементов (сера, железо, цинк и др.), орга-
нических соединений (в том числе привнесенных из космоса), различных катализаторов; 
3) условий среды - температуры, PH, давления, воды, газов, структуры поверхности, на 
которой происходило сопряжение химических процессов.  Различия в сочетании этих 
параметров определяли свойства химических «экосистем» и, соответственно, протокле-
ток различного типа. При переходе от РНК-мира к ДНК-геномам и ферментативным си-
стемам метаболизма происходила сегрегация популяций протоархей и протобактерий. 
Одновременно шли процессы конвергенции, унификации, консолидации, ко-эволюции 
клеточных систем (генетического кода, аппарата трансляции, генно-метаболических се-
тей), ответственных за воспроизводство и реализацию генетической информации, опре-
деляющей жизнедеятельность организмов. 
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ИЗУЧЕНИЕ АССОЦИАЦИИ АЛЛЕЛЬНЫХ ВАРИАНТОВ ГЕНОВ IFNL3 И 
IFNL4 С ТЕЧЕНИЕМ COVID-19 
Целью работы было изучение ассоциации отдельных аллельных вариантов полиморф-
ных локусов генов IFNL3 (rs8099917 T/G) и IFNL4 (rs12979860 C/T) с тяжестью течения 
COVID-19. Достоверной связи отдельных аллельных вариантов и аллелей T/G и C/T дан-
ных локусов генов IFNL3 и IFNL4 с тяжестью течения COVID-19 у жителей Москов-
ского региона не обнаружено. 
Ключевые слова: генетический полиморфизм, врожденный иммунитет, IFNL3, IFNL4, 
течение COVID-19. 
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STUDYING THE ASSOCIATION OF ALLELIC VARIANTS OF THE GENES IFNL3 
AND IFNL4 WITH COVID-19 
The purpose of the work was to investigate the association of individual allelic variants of the 
polymorphic loci of genes IFNL3 (rs8099917 T/G) and IFNL4 (rs12979860 C/T) with the se-
verity of COVID-19. No reliable association was found between individual allelic variants and 
T/G or C/T alleles of these loci of IFNL3 and IFNL4 with the severity of COVID-19 in residents 
of the Moscow region. 
Keywords: genetic polymorphism, innate immunity, IFNL3, IFNL4, course of COVID-19. 
 

Введение  
COVID-19 (Coronavirus disease 2019) – респираторное инфекционное заболева-

ние, вызванное вирусом SARS-CoV-2 (severe acute respiratory syndrome-related corona-
virus 2), ставшее причиной пандемии 2020-2023 гг. При COVID-19 возможны различные 
варианты клинического течения болезни: от бессимптомного до тяжелого, иногда завер-
шающегося летальным исходом. В России на 23 апреля 2024 г. умерло 402 817 человек 
из 24 142 352 зарегистрированных случаев болезни за весь период эпидемии.  

Учитывая вариабельность течения COVID-19, уже в 2020 г. были начаты иссле-
дования по поиску генетической предрасположенности к более легкому или тяжелому 
течению болезни. Поскольку при респираторных инфекциях значимую роль играют ин-
терфероны III типа (ИФН-λ), которые обеспечивают защиту слизистых покровов чело-
века от патогенов  [1, c. 88-89], стали изучать возможную ассоциацию однонуклеотидных 
полиморфизмов (ОНП) генов, влияющих на экспрессию ИФН-λ с тяжестью течения 
COVID-19. В 2021 г. исследователи из Ирана обнаружили, что среди выздоровевших от 
COVID-19 достоверно чаще по сравнению с умершими выявлялась аллель С полиморф-
ного локуса гена IFNL4 (rs12979860 C/T) [2, c. 221]. Авторы рассматривали её как про-
тективную аллель. В этом же году исследователи из Египта выявили связь С-аллеля с 
более тяжелым течением COVID-19 [3, c. 21185]. Таким образом, по этим данным, С-
аллель обладает негативным  эффектом. Испанские ученые в 2022 г. обнаружили, что Т-
аллель полиморфного локуса гена IFNL4 (rs12979860 C/T) ассоциирована с повышенным 
риском инфицирования вирусом SARS-CoV-2 [4, c. 830]. В 2023 г. был выполнен мета-
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анализ данных из публикаций, и связь между С-аллелью и тяжестью течения  COVID-19 
не обнаружена [5, c. 6622]. 

Принимая во внимание противоречивый характер описанных выше данных о 
роли аллелей С и Т гена IFNL4, которые влияют на продукцию ИФН-λ3, нами был вы-
полнен анализ частоты встречаемости отдельных аллельных вариантов полиморфных 
локусов двух генов IFNL3 (rs8099917 T/G) и IFNL4 (rs12979860 C/T) у пациентов с раз-
личной степенью тяжести клинического течения COVID-19 и у неинфицированных лю-
дей. 

Цель работы 
Для решения вопроса о потенциально возможной ассоциации ОНП генов IFNL3 

(rs8099917 T/G) и IFNL4 (rs12979860 C/T) с клиническим течением COVID-19 было про-
ведено исследование по частоте встречаемости отдельных генотипов и аллелей в группе 
коренных жителей Московского региона, инфицированных вирусом SARS-CoV-2 и име-
ющих разную клинически выраженную тяжесть болезни, относительно не инфицирован-
ных участников.  

Материалы и методы 
Образцы крови были собраны в период с октября 2020 г. по март 2024 г. в г. 

Москва. Все пациенты (n=141) имели вирусологически подтвержденный диагноз 
COVID-19, тяжесть их состояния при поступлении в клинику оценивали по шкале 
NEWS2 (National Early Warning System 2). Медиана возраста участников составила 49,0 
лет, доля мужчин (n=64) и женщин (n=77) составила 45,4% и 54,6%. Группа сравнения 
была сформирована из 150 жителей Московского региона, не инфицированных SARS-
CoV-2 на момент сдачи крови. Медиана возраста в этой группе – 45,0 лет; доля мужчин 
(n=81) и женщин (n=69) составила 54,0% и 46,0%. Исследование проводили при добро-
вольном информированном согласии участников. Протокол исследования утвержден 
этическим комитетом ИКБ №1 г. Москва (протоколы №11/А от 16.10.2020 и №8 от 
28.12.2022).  

Определение минимального размера количества участников для получения до-
стоверных данных было рассчитано по методике К.А. Отдельновой [6, c. 22]. Допусти-
мое значение составило от 100 до 400 участников, что соответствует запланированной 
точности исследования 0,2 (умеренное значение). Данное исследование имеет заданную 
доверительную вероятность 95% и доверительный интервал 5,75. 

ДНК участников исследования выделяли из лейкоцитов крови, используя набор 
реагентов «ПРОБА-РАПИД-ГЕНЕТИКА» и методику производителя (ДНК-технология, 
Россия). Выявление ОНП  генов IFNL3 (rs8099917 T/G) и IFNL4 (rs12979860 C/T) выпол-
няли методом полимеразной цепной реакции в режиме реального времени, используя 
набор реагентов «Иммуногенетика IL28B» и детектирующий амплификатор ДТ 96 
(ДНК-технология, Россия).  

Анализ достоверности различий между сравниваемыми показателями групп 
участников был выполнен с использованием пакета программ Statistica 10 (StatSoft Inc., 
Tulsa, USA) и с применением четырехпольных таблиц сопряжения и точного метода Фи-
шера, если один из показателей был меньше 10. Различия сравниваемых величин при-
знавали статистически достоверными при р<0,05.  

Полученные результаты  
Установлена частота встречаемости аллельных пар по полиморфным локусам ге-

нов IFNL3 (rs8099917 T/G) и IFNL4 (rs12979860 C/T) в группе пациентов с COVID-19 
(n=141) и в группе сравнения (n=150). Между сравниваемыми группами не выявлены 
различия в частоте встречаемости отдельных вариантов генотипов. Данные представ-
лены в таблице 1.  
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Таблица 1. 
Частота встречаемости аллельных вариантов генов IFNL3 (rs8099917 T/G) 

 и IFNL4 (rs12979860 C/T) у пациентов с COVID-19 и в группе сравнения 
 

Группа наблю-
дения и уро-
вень значимо-
сти различий 
(р) 

Генотип 
СС/ТТ 

Генотип 
СТ/ТG 

Генотип 
СТ/ТТ 

Генотип 
TТ/ТG 

Генотип 
TТ/GG 

Генотип 
TТ/ТT 

Группа пациен-
тов, % (n). 
N=141 

46,8 (66) 25,5 (36) 18,5 (26) 7,8 (11) 0,7 (1) 0,7 (1) 

Группа сравне-
ния, % (n).  
N=150 

53,3 (80) 19,3 (29) 18,0 (27) 6,0 (9) 0,7 (1) 0,7 (1) 

Значение р 
 0,2667 0,2092 0,9226 0,6450 0,9999 0,9999 

 
Следующей задачей был анализ частоты встречаемости отдельных аллельных ва-

риантов в группах пациентов, различающихся по тяжести COVID-19, которую оцени-
вали в баллах, как отмечено в разделе «Материалы и методы». Первую группу составил 
21 пациент c бессимптомным течением COVID-19, вторую – 42 пациента с 0-1 баллами 
(легкое течение), третью – 43 участника с 2-4 баллами (умеренное течение); четвертую – 
35 пациентов с 5 баллами и более (тяжелое течение). Результаты анализа представлены 
в таблице 2.  

Таблица 2. 
Частота выявления генотипов по полиморфным локусам  

генов IFNL3 (rs8099917 T/G) и IFNL4 (rs12979860 C/T) в группах с COVID-19 
 

Генотипы и их 
частота в 
группах, % (n) 

Группа 1 
(n=21) 

Группа 2 
(n=42) 

Группа 3 
(n=43) 

Группа 4 
(n=35) 

Значение 
р 

СС/ТТ 47,6 (10) 52,4 (22) 46,5 (20) 40,0 (14) >0,05 
СТ/ТG 28,6 (6) 23,8 (10) 23,2 (10) 28,6 (10) >0,05 
СТ/ТТ 19,0 (4) 9,5 (4) 20,9 (9) 25,7 (9) >0,05 
TТ/ТG 4,8 (1) 11,9 (5) 7,1 (3) 5,7 (2) >0,05 
TТ/GG 0,0 (0) 2,4 (1) 0,0 (0) 0,0 (0) >0,05 
TТ/ТT 0,0 (0) 0,0 (0) 2,3 (1) 0,0 (0) >0,05 

  
Достоверных различий в частоте встречаемости отдельных генотипов не обнару-

жено. Следующей задачей был анализ распределения аллелей во всех группах участни-
ков. Данные представлены в таблице 3.  
 

Таблица 3.  
Частоты встречаемости отдельных аллелей полиморфных локусов  

генов IFNL3 (rs8099917 T/G) и IFNL4 (rs12979860 C/T) во всех группах участников 
 

Группы 
участников 

С-аллель  
(ген IFNL4 
(rs12979860 

C/T) 

Т-аллель  
(ген IFNL4 
(rs12979860 

C/T) 

Т-аллель  
(ген IFNL3 
rs8099917 

T/G) 

G-аллель  
(ген IFNL3 
rs8099917 

T/G) 

Значе-
ние р 

Группа срав-
нения (n=150) 

72,0%  
(216) 

28,0%  
(84) 

86,0%  
(258) 

14,0%  
(42) >0,05 

Пациенты с 
COVID-19 

(n=141) 

68,8%  
(194) 

31,2%  
(88) 

82,6%  
(233) 

17,4%  
(49) >0,05 

Группа 1 71,4%  28,6%  83,3%  16,7%  >0,05 
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Группы 
участников 

С-аллель  
(ген IFNL4 
(rs12979860 

C/T) 

Т-аллель  
(ген IFNL4 
(rs12979860 

C/T) 

Т-аллель  
(ген IFNL3 
rs8099917 

T/G) 

G-аллель  
(ген IFNL3 
rs8099917 

T/G) 

Значе-
ние р 

(n=21) 
 

(30) (12) (35) (7) 

Группа 2 
(n=42) 

 

69,0% 
(58) 

31,0% 
(26) 

79,8% 
(67) 

20,2% 
(17) >0,05 

Группа 3 
(n=43) 

68,6% 
(59) 

31,4% 
(27) 

84,9% 
(73) 

15,1% 
(13) >0,05 

Группа 4 
(n=35) 

 

67,1% 
(47) 

32,9% 
(23) 

82,9% 
(58) 

17,1% 
(12) >0,05 

Как следует из данных таблицы 3, различий в содержании отдельных аллелей в 
группах всех участников исследования не выявлено, тенденций не обнаружено. Сравне-
ние показателей в группах больных COVID-19 различной тяжести выполнено только 
между этими группами.  
    
Выводы  

1. Не обнаружено достоверных различий в частоте встречаемости С- и Т-аллеля в 
локусе гена IFNL4 (rs12979860 C/T) при сравнении всех пациентов с COVID-19 
и участников группы сравнения и при анализе групп инфицированных пациен-
тов между собой. 

2. Не обнаружено достоверных различий в частоте встречаемости Т- и G-аллеля в 
локусе гена IFNL3 (rs8099917 T/G) при сравнении всех пациентов с COVID-19 
и участников группы сравнения и при анализе групп инфицированных пациен-
тов между собой. 

3. Не обнаружено достоверных различий в частоте встречаемости отдельных ге-
нотипов по локусам генов IFNL3 (rs8099917 T/G) и IFNL4 (rs12979860 C/T) при 
сравнении всех пациентов с COVID-19 и участников группы сравнения, а также 
групп пациентов с различной тяжестью COVID-19. 

Заключение  
Авторы считают, что в данной работе новыми являются следующие положения 

и результаты: С- и Т-аллель в локусе гена IFNL4 (rs12979860 C/T) и Т- и G-аллель в ло-
кусе гена IFNL3 (rs8099917 T/G) не ассоциированы ни с заболеванием COVID-19, ни с 
тяжестью его клинических проявлений у жителей Московского региона.  
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МИМЕТИКИ НИТРОЗИЛЬНЫХ ФЕРРЕДОКСИНОВ КАК ПЕРСПЕКТИВНЫЕ 
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СИСТЕМАМИ 
В статье представлены данные по изучению взаимодействия ряда оригинальных миме-
тиков нитрозильных [2Fe-2S] ферредоксинов - доноров оксида азота (NO), с модель-
ными биологическими системами (сывороточным альбумином, муцином, гемоглоби-
нами, глутатионом и циклическими нуклеотидами) с использованием современных экс-
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NITROSYL FERREDOXINS MIMETICS AS PROMISING VASODILATORS  IN RE-
ACTIONS WITH MODEL BIOLOGICAL SYSTEMS 
The paper presents data on the study of the interaction of original mimetics of nitrosyl [2Fe-
2S] ferredoxins as donors of nitric oxide (NO) with model biological systems (serum albumin, 
mucin, hemoglobin, glutathione and cyclic nucleotides) using modern experimental and theo-
retical methods. 
Keywords: NO, nitrosyl iron complexes, X-ray diffraction analysis, spectroscopy, MTT test, 
bovine serum albumin, hemoglobin, glutathione, cGMP, cAMP 
 

Введение  
Важную роль в терапии сердечно-сосудистых заболеваний, спазмов органов 

брюшной полости, различных заболеваний легких отводят лекарственным препаратам, 
вызывающим вазодилатацию кровеносных сосудов. Одним из ключевых факторов, опре-
деляющих тонус кровеносных сосудов, является содержание в клетках тканей цикличе-
ского гуанозинмонофосфата (cGMP) и циклического аденазинмонофосфата (cAMP), ко-
торые регулируют выброс внутриклеточных ионов Са2+, и вызывают расслабление сте-
нок кровеносных сосудов. Концентрация cGMP и cAMP контролируется функциониро-
ванием ферментов - гуанилатциклазы и аденилатциклазы, которые осуществляют их 
синтез. Поэтому актуален дизайн оригинальных химических соединений, обладающих 
способностью к эффективной активации гуанилат-аденилатциклазной системы [1]. Из-
вестно, что ферментативная активность растворимой гуанилатциклазы контролируется 
монооксидом азота (NO) и ее можно регулировать введением экзогенных доноров NO. 

Цель работы состояла в разработке методов синтеза ряда миметиков нитрозиль-
ных ферредоксинов – доноров NO, исследование механизмов их биотрансформации в 
растворах, цитотоксичности, а также изучение их способности к модуляции активности 
циклических нуклеотидов, воздействия на основные белки крови: альбумин и  гемогло-
бин, муцин как основной компонент секрета слизистых желез животных, и реакций с 
глютатионом.  

Материалы и методы. 
В рамках исследований 2023-2024 гг. в ФИЦ ПХФ и МХ РАН разработаны ме-

тоды синтеза и выделения в виде монокристаллов девяти новых нитрозильных комплек-
сов железа (НКЖ) общей формулы [Fe2R2(NO)4] c R - лигандами  ряда тиофенола и 
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бензентиола (Таблица 1).  
 
 
 
 
 
 
 
 
 
Нитрозильные комплексы 1-8 были получены обменной реакцией тиосульфатных лиган-
дов на ароматические тиолилы в водно-щелочной сред по схеме:  
 
                                      
 

Строение НКЖ установлено методами РСА, ИК-, ЯГР- и ЭПР спектроскопии.  
Исследование кинетики накопления нитрит-ионов в растворах НКЖ проводили с 

использованием реакции Грисса: получении анилинового красителя (максимум погло-
щения при 540 нм) в результате конденсирования N-(1-нафтил)этилендиамина с предва-
рительно диазотированным сульфаниламидом.  

Процессы трансформации НКЖ, в том числе, в присутствии белков, изучали с по-
мощью метода спектроскопии поглощения по анализу кинетических зависимостей изме-
нения оптической плотности в максимуме спектров поглощения комплексов.  

Методом квантово-химического моделирования с использованием программы 
Gaussian 09 (версия D) с помощью гибридного функционала tpssh и базисного набора 6-
311++G**//6-31G* с учетом сольватации растворе в рамках модели поляризуемого кон-
тинуума (PCM) проведен анализ путей трансформации НКЖ путем полной оптимизации 
геометрии комплексов 1-8, промежуточных и конечных продуктов, вычислена энерге-
тика предполагаемых реакций и произведено моделирование теоретических УФ-Вид 
спектров (с помощью TDDFT расчетов). Данная методика применена для исследования 
распада НКЖ в буфере, а также для анализа реакции взаимодействия комплекса с глута-
тионом. Для бычьего сывороточного альбумина (БСА) были построены теоретические 
спектры с учетом аминокислотного окружения предполагаемого центра связывания 
(Cys34 и His39). 

Для изучения механизма связывания НКЖ с бычьим сывороточным альбумином 
также анализировали тушение собственной триптофановой флуоресценции белка (реги-
стрирация в диапазоне 300–400 нм) на флуоресцентном спектрофлуориметре Cary 
Eclipse (Varian, США). Константа связывания вычислена из концентрационной зависи-
мости интенсивности флуоресценции, которую строили в модифицированных координа-
тах Штерна-Фольмера. Радиус Ферстера определен с помощью вычисления интеграла 
перекрывания спектров флуоресценции триптофана белка и спектра поглощения образу-
ющегося продукта – белок-связанного НКЖ. 

Исследование цитотоксического действия НКЖ 1-8 выполнялось на клетках Vero 
с использованием МТТ-тестирования.  

Определение изменения уровня циклических нуклеотидов проводили на наборах 
ELISA Kit for Cyclic Guanosine Monophosphate (cGMP) и ELISA Kit for Cyclic Adenosine 
Monophosphate (cAMP) согласно методике [2]. 
 
Полученные результаты. 

Комплексы 1-8 - нейтральные биядерные тетранитрозильные комплексы железа 
“µ-S” структурного типа. В них каждый атом железа связан с другим атомом железа, c 
двумя µ-атомами серы и двумя атомами азота двух групп NO, а мостиковый атом серы 
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представляет собой атом серы тиофенолила (для НКЖ 1-4) или бензентиолила (для НКЖ 
5-8). Атомы железа находятся в искаженной тетраэдрической конфигурации с макси-
мальным отклонением угла NO-Fe-NO до 120.12(19)о. Наблюдается удлинение длин свя-
зей Fe-N и  N-O на 0.01 Å, а также связи C-S на 0.07 Å в комплексах 5-8 по сравнению с 
комплексами 1-4. Длины связей Fe-S в комплексах 5-8 прочнее, чем в комплексах 1-4. 
Длины связей С-S гетероциклов всех исследуемых соединений превышают значения 
длины двойной связи  C=S (1.684 Å), т.е. ароматические лиганды координируются к 
атому железа в тиольной форме.   Анализ длин связей в структурном фрагменте 
{Fe(NO)2} всех комплексов показал их незначительные различия. В {Fe(NO)2} фрагменте 
возможно внутреннее диспропорционирование вплоть до полного окисления/восстанов-
ления NO групп. Частичное окисление/восстановление в Fe-NO фрагменте возможно в 
силу легкого прямого dFe→π*

NO и обратного донирования, которое сопровождается со-
кращением/удлинением Fe-N и, соответственно, удлинением/сокращением N-O связей, 
что подтверждается РСА данными. 

По данным ИК спектроскопии полосы поглощения колебаний групп NO лежат в 
области 1822 см-1-1702 см-1 (таблица 2), что свидетельствует об увеличении частичного 
отрицательного заряда на NO и высокой нуклеофильной активности НКЖ 1-8. При этом 
увеличивается вклад π-связывания, что приводит к ослаблению связи N–O и положение 
полос поглощения NO в ИК-спектрах соединений 1-8 коррелирует с длинами связей NO, 
полученных из данных РСА.  

 

 
 
Анализ данных РСА и ЯГР спектроскопии показал, что в комплексах, наблюда-

ется уменьшение значений изомерного сдвига при переходе от 1-4 к 5-8 (таблица 2), что 
коррелирует с увеличением среднего расстояния Fe–S (∼ на 0.01 Å) в 5-8 и означает, что 
5-8 должны быть более устойчивы растворах, чем 1-4, т.к. при гидролизе  комплексов 
этого семейства НКЖ происходит разрыв связи F-S с освобождением соответствующего 
тиолиганда [3].  

По данным ЭПР-спектроскопии, в кристаллическом состоянии все комплексы 
диамагнитны. Спектры ЭПР растворов НКЖ 1-4 в ДМСО характеризуются пятью лини-
ями сверхтонкой структуры (СТС), обусловленной взаимодействием неспаренного элек-
трона с двумя эквивалентными ядрами азота (рисунок 2) и имеют характеристические 
особенности белковых моноядерных ДНКЖ с g = 2.03. Это согласуется с разрывом связи 
Fe-S и распадом биядерных НКЖ на моноядерные ДНКЖ, которые сохраняют свою 
структуру в течение ∼1,5 часов (это комплексы 1-4 с электроноакцепторными заместите-
лями), в отличии от комплексов 5-8 (с электронодонорными заместителями), для которых 
сигналы ЭПР наблюдаются только спустя 1,5 -20 часов после начала эксперимента. 
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Установлено, что накопление нитрит-ионов в растворах 1-4 идет эффективнее, 
чем у 5-8: при этом НКЖ 1 демонстрирует наибольшую активность (максимальное [NO2

-

] = ~ 3.00 мкМ). НКЖ 3 и 4, демонстрируют меньшую NO-донорную активность (макси-
мальное [NO2

-] = ~ 1,5 мкМ). Комплексы с бензентиолилами 5-8 более устойчивы в ко-
ординирующих растворителях, чем комплексы 1-4 и также проявляют меньшую NO-до-
норную активность: максимальное [NO2

-] ~ 1,4 мкМ наблюдается для НКЖ 6. 
 

 
 

Обнаружено, что все комплексы являются более цитотоксичными, чем исходные 
тиолы (за исключением НКЖ 1 и его тиола), что еще раз подтверждает гипотезу о том, 
что основной вклад в цитотоксичность НКЖ вносят нитрозильные интермедиаты - про-
дукты распада и биоконверсии этих комплексов [4]. Следует отметить, что токсичность 
исследованных в настоящей работе НКЖ с бензентиолилами в 4-9 раз ниже, чем   НКЖ 
с тиофенолилами. В таблице 3 представлены значения IC50 для нецитотоксичных НКЖ, 
которые были исследованы в реакциях с модельными биологическими системами. 

Исследован механизм биотрансформации НКЖ 1 в растворах ДМСО, буферных 
растворах, а также в биологических системах [5]. В ДМСО НКЖ 1 распадается на моно-
ядерные НКЖ, которые генерируют NO. Обнаружено образование высокомолекуляр-
ного продукта в результате связывания НКЖ 1 с БСА (константа Штерна–Фольмера 2,1 
× 105 М–1). В этом случае НКЖ 1 становится пролонгированным NO-донором. Столь дол-
госрочный эффект нами наблюдался впервые. Аналогично, в системе с оксигемоглоби-
ном образование NO происходит медленнее; УФ-видимые спектры показывают посте-
пенное образование метгемоглобина. С другой стороны, восстановленный глутатион 
мало влияет на NO-донорную активность, несмотря на факт, что в системе наблюдается 
замещение лиганда и образуется биядерный железо-нитрозильный продукт. Муцин свя-
зывает комплекс 1, и механизм разложения НКЖ 1 вприсутствии этого фермента иной. 
Таким образом, эти белки и глутатион способны участвовать в трансформации ком-
плекса 1 и модулировать его свойства как потенциального лекарственного средства. Ин-
тересные результаты получены для комплексов 5 и 6 в растворе БСА: в реакционной 
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смеси комплексов с БСА не появляются новые полосы в области 390 нм. Это может сви-
детельствовать об отсутствии в системе высокомолекулярного нитрозильного комплекса 
с алифатическими тиолигандами, как это наблюдалось для НКЖ 1.  

Изучено влияние 1,5 и 6 на две ферментативные системы - аденилатциклазу и 
растворимую гуанилатциклазу. Показано [2], что НКЖ 1 в экспериментах in vitro вызы-
вает увеличение концентрации цАМФ и цГМФ в 2.4 и 4.5 раза, соответственно (при кон-
центрации НКЖ 1 0.1 мМ). Лиганд, 3,4-дихлортиофенол, оказывал менее выраженный 
эффект на аденилатциклазу. НКЖ 6 по сравнению с НКЖ 5 оказывает более выраженное 
влияние на функции ферментов. Уровень цАМФ увеличивается в 2.7 раз в смеси с 6 и в 
1.8 раз в смеси с 5 по сравнению с контролем (при концентрации НКЖ 10-5 М). Уровень 
цГМФ в смеси с комплексом 6 увеличивается в 1.7 раз при концентрации НКЖ 10-5 М. 
Интересно, что в концентрации 10-4 М комплексы не оказывают значительного влияния 
на уровни циклических нуклеотидов: в случае комплекса 5 уровень цГМФ в клетках 
уменьшается в 2 раза по сравнению с контролем. Мы связываем это с цитотоксичностью 
НКЖ 5. Т.о., оптимальное действие комплексы 5 и 6 оказывают в меньшей концентра-
ции. 

Выводы. 
Выявленные в результате исследований соединения-лидеры (НКЖ1 и НКЖ6) яв-

ляются потенциальными препаратами, обладающими вазо- и бронходилатирующими 
свойствами и могут быть рекомендованы для дальнейших in vivo исследований. 

Заключение Автор считает, что в данной работе новыми являются следующие 
положения и результаты: впервые изучены корреляции “структура-активность” новых 
доноров NO - миметиков нитрозильных [2Fe-2S] ферредоксинов в реакциях с модель-
ными биологическими системами и разработан подход к дизайну перспективных соеди-
нений для NO химиотерапии заболеваний, обусловленных эндотелиальной дисфунк-
цией. 
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Введение  
Интенсивный поиск противовоспалительных средств с улучшенным спек-

тром активности и уменьшенными побочными эффектами по сравнению с уже ис-
пользуемыми клиническими препаратами в 21 веке возможен при условии создания и 
развития принципиально новых стратегий, направленных на активный поиск эффектив-
ных иммунотропных агентов, действующих через различные клеточные факторы и из-
меняющих внутриклеточные сигнальные пути. В организме человека такими сигналь-
ными молекулами являются циклический аденозинмонофосфат (цAMФ) и циклический 
гуанозинмонофосфат (цГМФ) [1]. Изменение их уровня вызывает различные  клеточные 
эффекты в ряду патологий центральной нервной системы, сердечно-сосудистой си-
стемы, воспалительных процессов, процессов, влияющих на клеточный цикл, пролифе-
рацию и др. Единственными известными отрицательными регуляторами цAMФ  и цГМФ 
являются фосфодиэстеразы (ФДЭ), которые гидролизуют циклические нуклеотиды  в не-
циклические AМФ или ГМФ [2]. ФДЭ играют основную роль в контроле сигнала на раз-
личных уровнях фосфорилирования и взаимодействия белок/белок, что определяет их 
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важную роль в иммунных реакциях и в контроле воспалительных процессов, поэтому 
воздействие на этот фермент позволяет контролировать множество физиологических и 
патологических процессов. К ингибиторам ФДЭ относятся препараты, обладающие раз-
ными терапевтическими эффектами. Так, например, теофиллин является бронхолити-
ком, папаверин и дротаверин относятся к группе спазмолитиков, милринон используется 
при острой сердечной недостаточности, силденафил и тадалафил – основные средства в 
терапии эректильной дисфункции, а рофлумиласт обладает выраженной противовоспа-
лительной активностью [3]. Несмотря на различия терапевтических эффектов, все пере-
численные препараты обладают сходным механизмом действия, который сводится к ин-
гибированию активности различных типов ФДЭ. Следует отметить, что наиболее пер-
спективными с точки зрения действия на воспалительные процессы являются ингиби-
торы фосфодиэстераз ФДЭ1, ФДЭ4 и ФДЭ7 [4]. В качестве сильных неконкурентных 
ингибиторов ФДЭ1, в частности, в предклинических исследованиях широко используют 
1,2,4-триазолы [5].  

Уровень циклических нуклеотидов в клетке контролируется другой сигнальной 
молекулой – оксидом азота (NO), посредством активации фермента - гуанилатциклазы 
[6], и его можно регулировать с помощью введения экзогенных доноров NO.   

К числу перспективных экзогенных доноров NO относятся миметики нитрозиль-
ных ферредоксинов, содержащие фрагмент {(R)2Fe(NO)2)} [7-9], что подтверждает воз-
можность целевого воздействия на терапевтические мишени одновременно по двум ме-
ханизмам – как специфического ингибитора ФДЭ и как донора NO. 

 
Цель работы - расширение арсенала ингибиторов ФДЭ на основе комплементар-

ных человеческому организму НКЖ, содержащих NO-группы и триазол-тиолилы. 
 
Материалы и методы. 
Разработаны методы синтеза шести новых НКЖ 1-6 общей формулы [Fe2R2(NO)4] 

(Таблица 1) на основе специально синтезированных 1,2,4-триазол-3-тиолов (RH1-RH6). 
НКЖ были получены обменной реакцией тиосульфатных лигандов на ароматические 
тиолилы в водно-спиртовой щелочной среде по схеме 1: 
 

 
Cхема 1. 

 

 
     Строение НКЖ в твердой фазе установлено методами элементного анализа, ИК-, ЯГР-
, ЭПР спектроскопии и квантово-химического моделирования.  

Fe2(SR)2(NO)4

-Na2S2O4

 2RS-+2OH-

[Fe2(S2O3)2(NO)4]2- [Fe(S2O3)2(NO)2]3-
S2O3

2-
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     Изучение их NO-донорной активности проводили с использованием сенсорного элек-
трода amiNO-700 системы inNO Nitric Oxide Measuring System (Innovative Instruments, 
США).  
    Активность ФДЭ цГМФ определяли в двойной ферментативной системе по количе-
ству выделившихся фосфат-ионов по схеме 2, согласно методике [10]. 

 

цГМФ  ГМФ + гуанозин 

Cхема 2. 
     
Исследование цитотоксического действия НКЖ 1-6 выполнялось на клетках Vero с ис-
пользованием МТТ-тестирования.  
 

Полученные результаты. 
В ИК-спектрах НКЖ 1-6 идентифицированы колебания группы NO в области 

1789 -1781 см–1 и в области 1718–1709 см–1 (табл. 2). Дублет валентных NO колебаний в 
ИК спектрах синтезированных НКЖ 1-6 являются преобладающими. Этот эффект воз-
никает не только за счет усиления поляризации NO в НКЖ, но и также вследствие чув-
ствительности к расстоянию N-O донорно-акцепторного переноса электронной плотно-
сти в фрагменте Fe-NO. Эта особенность связывания позволяет объяснить значительную 
интенсивность NO колебаний в исследуемых комплексах. Параметр ΔνNO (табл. 2) явля-
ется эффективным инструментом для определения структурного типа НКЖ (в отсут-
ствии данных РСА). 

Значение разницы νNO-NO-сим и νNO-асим в НКЖ 1-6 составляет ∼ 70 см–1. Этот 
факт позволяет предположить, все комплексы относятся к «µ-NCS» структурному типу 
парамагнитных биядерных тетранитрозильных комплексов железа, в которых Fe…Fe 
расстояние составляет ∼ 4 Å [8].  

Значения изомерного сдвига (δFe), который пропорционален s-электронной плот-
ности на ядре, и квадрупольного расщепления (ΔEQ), которое дает информацию о взаи-
модействии квадрупольного момента ядра 57Fe с градиентом окружающего ядро элек-
трического поля (таблица 2), в 1-6 близки к таковым для изученных ранее биядерных 
парамагнитных нейтральных комплексов железа “µ-NCS” структурного типа [8]. 
 

 
Результаты регистрации спектров ЭПР для НКЖ 1-6 представлены на рисунке 1.  

Форма и интенсивность спектров растворов комплексов 1-6 не изменяются в течении 2-
х часов; g-факторы равны 2. 031. Все комплексы, кроме 4, дают широкие линии ЭПР с 
ширинами ∼ 8-9 Гс, причем для   НКЖ 2, 5 и 6 видна неразрешенная структура.  Форма 
линии обусловлена неразрешенной изотропной сверхтонкой структурой (СТС) от ядер 
азота и протонов. Спектр раствора НКЖ 4 отличается от спектров растворов других НКЖ 
пятью линиями, характерными для СТС от двух эквивалентных ядер азота с расщепле-
нием aN=2.6 Гс и g-фактором 2.028. Величины N для растворов малы, комплексы в рас-
творах распадаются с образованием сравнительно стабильных парамагнитных частиц: 
происходит распад биядерных комплексов на моноядерные под действием молекул ди-
метилкульфоксида (ДМСО).    

 → цГМФ ФДЭ  → зануклеотида −3
4PO
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Подтверждением предполагаемого “µ-NCS” строения исследуемых НКЖ 1-6 яви-

лось выполнение квантово-химического моделирования их структуры (cм. пример НКЖ 
4 (рис.2).), их ИК и ЯГР спектров. Параметры спектра ЯГР НКЖ 4 близки к таковым у 
биядерных тетранитрозильных комплексов железа с μ-NCS-мостиковым лигандом 
(∆ЕQ=0.974 мм/c и δ=0.270 мм/с при 80 K (Таблица 2)). Теоретический ЯГР спектр НКЖ 
4 дает нам значение ΔEQ=0.964 (TPSSh/TZVP(CP(PPP)Fe)Fe) и δFe=0.315 мм/c 
(TPSSh/TZVP(CP(PPP), что удовлетворительно совпадает с экспериментом в пределах 
ошибки, допускаемой для указанных методов применительно к этому типу расчетов.   

Теоретический ИK-спектр 4 совпал с экспериментальным с учетом масштабиру-
ющего множителя (k=0.96 для TPSSh), что свидетельствует о соответствии полученных 
данных структуре 4, и позволяет соотнести имеющиеся полосы с частотами колебаний.  

 

 
 

В 1 % аэробных водных растворах ДМСО все синтезированные НКЖ генерируют 
NO без дополнительной активации: количества NO, генерируемого 1-6 в концентрации 
0,4⋅10–5 M составляют 0,5-8,0 нМ. Наиболее эффективный NO донор – НКЖ 4 (рис. 3).  

Результаты цитотоксического действия НКЖ 1-6 представлены в виде кривых 
«доза-эффект» на рисунке 4. Рассчитанные на основании кривых значения IC50 приве-
дены в таблице 3. Комплексы 1, 3 и 4 проявили низкую цитотоксическую активность, 
что делает их наиболее перспективными для дальнейших исследований. 
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Результаты по влиянию НКЖ 1-6 на активность ФДЭ цГМФ представлены в таб-
лице 4a. Соединением-лидером является нетоксичный комплекс 4, который эффективно 
тормозит функции фермента во всех исследуемых концентрациях. При этом, тиол 4, об-
ладает наиболее выраженной активностью среди исследованных тиолов (таблица 4б), 
тем не менее, он в 3-5 раз слабее ингибирует функции ФДЭ цГМФ, чем  комплекс 4, т.е. 
с ферментом связывается не только лиганд, но и сам исходный НКЖ 4. Действие ком-
плексов и их тиолов сравнивалось с классическим ингибитором – теофиллином (63±8; 
45±5 и 30±3, при тех же концентрациях, соответственно). Видно, что действие НКЖ 4 в 
концентрации 0,1 и 0,01 мМ превышает активность теофиллина, а в концентрации 0,001 
мМ - сопоставимо с ним. 
 

  
 

Выводы. 
Способность синтезированных соединений – доноров NO к эффективному инги-

бированию функции ФДЭ цГМФ позволяет прогнозировать высокую терапевтическую 
активность НКЖ c 1,2,4-триазол-3-тиолилами для NO-химиотерапии сердечно-сосуди-
стых заболеваний, сопровождающихся воспалительными процессами и осуществлять 
химический дизайн новых представителей этого семейства. 

 
Заключение Автор считает, что в данной работе новыми являются следующие 

положения и результаты: впервые разработаны синтетические подходы к выделению в 
кристаллической форме и детально изучены представители нового семейства ингибито-
ров фосфодиэстераз - потенциальных противовоспалительных агентов, генерирующих 
NO в растворах без дополнительной активации.  
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IN THE DECREASE OF AVERAGE LIFESPAN OF THE POPULATION  
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eases is due to the formation of vicious cycles involving reactive forms of nitrogen and oxygen. 
Such cycles, when the normal regulatory cycles of nitric oxide and superoxide are disrupted, 
and the toxic products of biochemical reactions initiate a new restart of reactions, involving 
•NO2, •O2

-, peroxynitrites against the background of disrupted regulatory cycles of NO and •O2
-
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Введение.  
Тенденция старения населения во всем мире является серьезной социальной и ме-

дицинской проблемой. Уровень смертности с возрастом увеличивается в геометрической 
прогрессии. Быстрое прогрессирование возрастных заболеваний обусловлено образова-
нием порочных циклов. Таких циклов, когда токсичные продукты биохимических реак-
ций, инициируют новый запуск циклических  реакций с участием активных форм азота 
и кислорода. Подобные процессы описываются функцией экспоненциального роста, ко-
гда скорость увеличения пропорциональна значению самой величины. Как правило, та-
кие процессы включают разветвленную цепную реакцию и имеют механизм положи-
тельной обратной связи. Анализ динамики развития атеросклероза, геморрагических и 
ишемических инсультов, гипертонии, диабета, болезни Альцгеймера, Паркинсона и он-
кологические заболевания показывают, что они подчиняются динамике развития циклов 
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с положительной обратной связью [1, 2]. Авторы некоторых работ предлагают остано-
вить прогрессирование уровня смертности от возрастных заболеваний, прерывая пороч-
ные циклы, когда токсичные продукты биохимических реакций инициируют запуск тех 
же самых реакций [1–3]. 

Снижение средней продолжительности жизни в СССР: причины и след-
ствия. В 60–70-х годах XX века в СССР было отмечено снижение средней продолжи-
тельности жизни. Это явление, прежде всего, было связано с ростом социально значимых 
заболеваний. Известно, что заболевания этой нозологической группы представляют зна-
чительную угрозу здоровью и жизни населения. В первую очередь к этим заболеваниям 
относятся сердечно-сосудистые заболевания; заболевания, связанные с нарушением моз-
гового кровообращения; и, наконец, онкологические заболевания. Более 60% онкологи-
ческих заболеваний выявляются после 60–65 лет на фоне развития гипоксии/ишемии, 
воспалительных процессов, развития иммунных и аутоиммунных реакций. Таким обра-
зом, все указанные выше социально значимые заболевания развиваются в одинаковых 
или сходных условиях с теми, которые характерны для сердечно-сосудистых и онколо-
гических заболеваний, ишемических и геморрагических инсультов [4–6].  

Долгое время причины снижения средней продолжительности жизни были неиз-
вестны. Поэтому преодолеть снижение средней продолжительности жизни в СССР стре-
мились именно за счет увеличения количества врачей, больниц и поликлиник. За 69 лет 
в СССР (1922–1991) количество докторов в стране выросло более чем в 60 раз, с 10.9 
тыс. в 1921 г. до 667.3 тыс. в 1990 г. Перед Великой Отечественной войной на 10000 
человек населения страны приходилось 7 врачей, перед развалом СССР – 45 [5]. В 70-х 
годах XX века, после того как число врачей на территории СССР стало составлять 20–
25% мировых показателей, а проблема продолжала усугубляться, потребовались новые 
идеи.  

Экспериментальные данные, позволившие обнаружить механизмы, лежа-
щие в основе снижения средней продолжительности жизни. В середине 70-х годов 
XX века было установлено, что в условиях гипоксии ионы NO2

- способны акцептировать 
электроны с гемсодержащих белков, находящихся в дезокси-форме [9]. Это позволило 
ответить на вопрос, почему при гипоксии/ишемии активируются процессы превращения 
нитритов в •NO/•NO2. [7–9, 24]. С возрастом кроме развития гипоксии/ишемии, активи-
руются воспалительные процессы, иммунные и аутоиммунные реакции. Эти процессы и 
реакции могут усиливать патологические циклы с участием •NO2, •ОН-радикалов и пе-
роксинитритов [4–9].  

Как организм защищается от воздействия активных форм азота и кисло-
рода? Еще в 70-х годах  XX века мы обратили внимание на то, что нитраты и нитриты 
после их превращение в •NO, окисляются в диоксид азота – •NO2. Окисление оксида 
азота может происходить относительно медленно при взаимодействии •NO с кислородом 
(О2). Однако скорость окисления может возрастать в сотни тысяч раз при взаимодей-
ствии •NO с супероксидом (•О2

-) [4, 5]. Скорость этих процессов можно сравнить со ско-
ростью микровзрывов, протекающих внутри клеток, субклеточных структур, и, в целом 
организме. Образование •NO и •О2

- активируется при гипоксии/ишемии (активация нит-
ритредуктазных систем), воспалительных процессах (активация индуцибельной NO-
синтазы), активации иммунных и аутоиммунных реакций (активация NAD(P)H-
оксидазных систем, генерирующих супероксид, и, активация индуцибельных NO-
синтаз). Около 10 000 известных заболеваний протекают на фоне гипоксии/ишемии, вос-
палительных процессов, активации иммунных и аутоиммунных реакций. Это означает, 
что все известные заболевания содержат в себе типовой патологический процесс [4]. 
Такой типовой патологический процесс мы рассматриваем как своеобразный «общий 
знаменатель» практически всех известных заболеваний. Воздействуя на этот типовой па-
тологический процесс можно снижать интенсивность протекания любых известных па-
тологических процессов и заболеваний, в том числе социально-значимых, таких, как 
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сердечно-сосудистые заболевания, ишемические и геморрагические инсульты, онколо-
гические заболевания. Для этого необходимо уменьшить интенсивность протекания сво-
бодно радикальных процессов, включая те, которые протекают на фоне нитрозативного 
и оксидативного стресса. Организм справляется с оксидативным и нитрозативным стрес-
сом благодаря тому, что •NO и •О2

- включены в циклы. Концепции этих циклов были 
предложены на основании анализа данных литературы и результатов собственных ис-
следований [4, 24, 25].  

Циклы оксида азота и супероксидного анион-радикала. Л.А. Орбели неодно-
кратно отмечал: «мы мало cчитаемcя c тем, что вcе процессы осуществляются цикличе-
ски, и, каждый процесс имеет cвою цикличность». В основе типового патологического 
процесса лежат неспецифические нарушения циклических регуляторных процессов, ко-
гда одновременно повышается содержание активных форм азота и кислорода. Выход 
концентраций активных форм азота и кислорода за пределы регуляторных возможностей 
биохимических антиоксидантных систем приводит к нарушению циклов оксида азота 
и супероксидного анион-радикала (рис. 1) [4, 5, 24, 25]. 

 
Рис. 1. Циклы оксида азота (а) и супероксидного анион-радикала (б) [4, 5]. 

 
Согласно развиваемым нами представлениям поддержание концентрации актив-

ных форм азота и кислорода также обеспечивается функционированием циклов оксида 
азота (NO) и супероксидного анион-радикала (•O2

-). В цикле оксида азота можно вы-
делить «NO-синтазную компоненту – «L-аpгинин → NO», осуществляющую синтез NO 
в присутствии кислорода, и нитpитpедуктазную компоненту, активность которой резко 
возрастает в условиях дефицита кислорода (гипоксии или ишемии) [24, 25]. Ионы NО2

–, 
образующиеся из L-аpгинина, могут вновь при участии нитритредуктазных систем, 
включающих в себя гемоглобин (Hb), миоглобин (Mb) и цитохромы (cyt a + a3 и cyt 
P450), замыкать в цикл цепочку «L-аpгинин → NO → NО2

– /NО3
– ». Кислород, связыва-

ясь с гемом, ингибирует нитритредуктазную активность этих белков. При гипоксии и 
функциональной нагрузке, когда гемcодеpжащие белки переходят в дезокcи-фоpму, 
ионы NО2

– начинают активно восстанавливаться, акцептируя электроны с этих гемсо-
держащих белков. В цикле cупеpокcидного анион-радикала происходят: 1 – восстанов-
ление О2 и образование супероксидного анион-радикала (•О2

–); 2 и 3 – реакции дисмута-
ции супероксида, катализируемые супероксидисмутазой; 4 – разложение пероксида во-
дорода (H2O2) на воду (H2O) и молекулярный кислород (О2), осуществляемое ферментом 
каталазой; 5 – пероксид водорода (H2O2) также разлагается с образованием двух молекул 
•OH-радикала. Циклическая регуляция активных форм азота и кислорода обеспечивает 
превращение этих активных, высокореакционных соединений в менее активные веще-
ства. При нарушении циклов оксида азота и супероксидного анион-радикала появля-
ются еще более активные молекулы диоксида азота и пероксинитритов, вновь 
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распадающихся на NO2 и •OH-радикалы, которые повреждают основные биохимические 
компоненты живых организмов [24, 25].  

Почему циклы оксида азота и супероксидного анион-радикала играют ключе-
вую роль в защите клеток, тканей и органов от повреждений при развитии различных 
патологических процессов? Анализ данных литературы о реакциях взаимодействия NO 
с О2 и •O2

− позволил сделать следующие выводы. 
1. Скорость реакции убывания NO при взаимодействии с О2 относительно невелика и 
соответствует скорости реакции первого порядка (k = 0.124 л ×моль–1× с–1) [4, 5]. 
2. С гемсодержащими белками NO может взаимодействовать, образуя нитрозильный 
комплекс с Fe2+ в активном центре. Константа скорости взаимодействия, как правило, 
варьирует в пределах 103–107 л×моль–1×с–1 в зависимости от состояния железа (Fe2+ или 
Fe3+) и окружения гема [5]. 
3. Одновременное повышение содержания активных форм азота (NO и продуктов его 
превращения) с продуктами превращения кислорода (•O2

-) приводит к тому, что они 
начинают взаимодействовать друг с другом в общих местах их образования со скоростью 
в 100000 раз выше, чем с известными природными антиоксидантами, входящими в со-
став живых организмов. Скорость реакции NO с •O2

- настолько высокая, что она ограни-
чена только скоростью диффузии молекул друг к другу. Константы скоростей реакций 
для взаимодействия NO и •O2

- (6.7 ± 0.9)×109 л×моль–1×с–1, что в 105 (или в 100000) раз 
выше, чем с известными природными фенольными антиоксидантами [4, 5]. 

Согласно данным, полученным в последние десятилетия, константы скорости вза-
имодействия фенольных природных антиоксидантов в реакциях с супероксидным 
анион-радикалом находятся в интервале (6.8–11.0)×104 л×моль–1×с–1) [4, 5]. Учитывая 
тот факт, что NO и •O2 могут взаимодействовать друг с другом со скоростью в 100000 
раз выше, чем с известными антиоксидантами можно сделать следующий вывод. 

При одновременном появлении достаточного количества для непосредствен-
ного взаимодействия NO и •O2 практически все антиоксидантные системы живых 
организмов оказываются выключенными, и, открывается возможность для возник-
новения новых молекул •NO2, •OH-радикалов, пероксинитритов, которые, в свою оче-
редь, могут образовывать патогенетический цикл, где эти же соединения начи-
нают воспроизводить сами себя. С точки зрения этой концепции повреждение мембран 
клеток и субклеточных структур при различных патологических процессах является 
следствием образования диоксида азота (•NO2), способного участвовать в цепных сво-
бодно радикальных реакциях и окислять основные биохимические компоненты, входя-
щие в состав живых организмов: ДНК/РНК (гуаниновые основания в первую очередь); 
жирные кислоты (ненасыщенные жирные кислоты, входящие в состав фосфолипидов 
мембран), белки (SH-группы серосодержащих аминокислот и ОН-группы тирозиновых 
остатков белков), с последующим образованием феноксильного радикала и нитрованием 
тирозина – образованием нитротирозина) [4, 5]. Эта концепция хорошо согласуется с 
представлениями о том, что «любая болезнь начинается с недостаточности регуляторных 
механизмов» (Р. Вирхов) и представляет собой, прежде всего, «дизрегуляторную пато-
логию» (Г.Н. Крыжановский). 

Всякое обобщение до известной степени предполагает веру в единство и простоту 
природы. Что касается единства, то ученые, как правило, не встречают каких-либо за-
труднений. Неизвестным остается вопрос, каким образом природа является единой? (А. 
Пуанкаре). Применительно к медицине всегда при развитии разных по этиологии пато-
логических процессов необходимо выявление общих закономерностей. Это может по-
служить основой для теоретических обобщений и построения новых концепций. Пато-
логические изменения органов и тканей на ранних стадиях болезней, протекающих на 
фоне гипоксии/ишемии, воспалительных, иммунных и аутоиммунных процессов носят 
неспецифический характер. Они мало отличаются от физиологической нормы. Такие 
процессы могут осуществляться при различных заболеваниях. Именно поэтому такие 
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патологические процессы можно отнести к типовым патологическим процессам. Они 
как своеобразный «общий знаменатель» развития многих заболеваний. Влияя на меха-
низмы развития такого типового патологического процесса, можно воздействовать и на 
основное заболевание. Активные формы азота (•NO) и кислорода (•O2

-) могут воздей-
ствовать практически на все основные компоненты клеток и субклеточных структур. В 
низких концентрациях они выполняют регуляторную функцию. Однако превышение фи-
зиологических концентраций •NO и •O2

- приводит к образованию анионов пероксинит-
рита, которые после протонирования распадаются с образованием •NO2 и •ОН-радика-
лов. Эти соединения вызывают повреждения практически всех компонентов клеток, в 
том числе мембран нервных клеток, которые завершаются их гибелью (некрозом). 
Уменьшение концентрации •NO и •O2

-, может способствовать снижению образования пе-
роксинитритов и продуктов их распада – •NO2 и •ОН-радикалов. Благодаря этому будет 
уменьшаться или нивелироваться повреждающее воздействие высокореакционных со-
единений, и, вследствие этого, будет повышаться выживаемость пациентов при различ-
ных заболеваниях.  

В процессе эволюции жизни на Земле ионы NO2- и кислород (O2) выполняли 
функцию акцепторов электронов в электронно-транспортной цепи митохондрий. 
Именно поэтому они были причастны к фундаментальным механизмам – дыханию и 
энергетике клеток. Многие организмы до сих пор используют нитраты и нитриты в ка-
честве акцепторов электронов в условиях ограниченного доступа к кислороду. Переход 
от нитратно-нитритного к кислородному дыханию позволил повысить эффективность 
энергетических механизмов. Гипотеза о нитратно-нитритном дыхании, как предше-
ственнике кислородного дыхания, и, теория эндосимбиотического происхождении ми-
тохондрий, рассматриваются всегда вместе. По мнению Ленинджера [26], исходный эн-
досимбионт мог возникнуть из внутриклеточного паразита с нитратным дыханием, ко-
торый сумел избежать переваривания в ходе ускоренной эволюции жизни на Земле. По-
добные случаи известны и среди современных организмов. Так, бактерии рода Rhizobium 
проникают в клетки корней бобовых и вступают с ними в симбиотические отношения, 
ассимилируя свободный азот. 

Благодаря этому первые живые организмы, которые вели неподвижный/малопо-
движный образ жизни (растения и микроорганизмы), получили возможность иметь более 
эффективные энергетические механизмы. Вместе с эволюцией энергетических механиз-
мов появились виды животных, которые обладали огромной физической силой, и, могли 
быстро передвигаться, т.е. могли бегать, плавать и летать, а продукты превращения 
нитритных ионов – •NO/•NO2

- и кислорода – •О2
-  стали играть регуляторную роль, участ-

вуя в циклах оксида азота и супероксидного анион-радикала.  
Таким образом, история кислорода – это история жизни (Л. Траубе). Она позво-

ляет более глубоко понять клеточную/целлюлярную патологию Р. Вирхова, и то, что ни-
что в эволюции жизни не исчезает бесследно. Любое решение, удачно найденное в про-
цессе эволюции жизни на нашей планете, никогда не исчезает. Оно адаптируется к но-
вым условиям и используется по мере необходимости. «Поэтому мы должны стремиться 
к тому, чтобы каждую функцию рассмотреть с точки зрения истории ее формирования. 
Это есть вопрос об изучении эволюции функций. В одном случае мы просто прослежи-
ваем исторический путь развития тех или иных функциональных отношений, а во втором 
случае, мы подходим к пониманию того, в чем заключается эволюционный процесс, по-
чему именно так протекал эволюционный процесс на основе тех функциональных пре-
вращений, которые возникали в живых организмах» (Л.А. Орбели). Ведь любое биоло-
гическое исследование оправдано лишь тогда, когда оно имеет «более близкий или да-
лекий, но обязательно эволюционный выход» (Н.В. Тимофеев-Ресовский). 

Одна из наиболее вероятных причин снижения средней продолжительности 
жизни в СССР в середине XX века. С 1974 по 1978 гг были получены данные, которые 
позволили предположить, что восстановление нитратов и нитритов в NO и образование 
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•NO2 может стать причиной окисления ненасыщенных жирных кислот, входящих в со-
став фосфолипидов мембран. 

 
Рис. 2. Динамика продолжительность жизни в СССР и России с 1960 по 2002 гг. 

 

 
 

Рис. 3. Продолжительность жизни в СССР/России, США, Франции, Швеции и Японии (1946–2002 гг.). Источ-
ник: Human Mortality Database, http://c.avsim.su/i?u=http://www.demoscope.ru/weekly/2004/0169/img/t_graf01_1.gif 

[10]. 
 

Такое окисление и повреждение ненасыщенных жирных кислот, входящих в состав фос-
фолипидов, может вести к гибели клеток, окислению и повреждению гуаниновых осно-
ваний ДНК [7–9]. В связи с этим стало ясно, что нельзя допускать избыточного образо-
вания весьма активных свободно радикальных соединений, способных повреждать прак-
тически все компоненты, входящие в состав клеток и субклеточных структур живых ор-
ганизмов. Высказанные идеи были доложены в присутствии вице-президента АН СССР 
академика АН СССР Ю.А. Овчинникова, академика АН СССР Н.М. Эмануэля и акаде-
мика АМН СССР В.В. Закусова. Положительная оценка ведущих ученых АН СССР и 
поддержка этих исследований вице-президентом АН СССР академиком Ю.А. Овчинни-
ковым способствовало тому, что был остановлен 15–18-летний тренд снижения средней 
продолжительности жизни в СССР (Рис. 1, 2) [10].  

В эти годы (1980–1990) также приостановился рост социально значимых заболе-
ваний, а средняя продолжительность жизни и численность населения CCCР стали 

http://c.avsim.su/i?u=http://www.demoscope.ru/weekly/2004/0169/img/t_graf01_1.gif
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постепенно увеличиваться. В 1983 году практическая реализация высказанных идей 
была признана одним из важнейших достижений Института высшей нервной деятельно-
сти и нейрофизиологии АН СССР/РАН за 20-летний период деятельности Отделения фи-
зиологических наук АН СССР (рис. 4) [11]. Результаты работы неоднократно были пред-
ставлены на выставках АН СССР/РАН (рис. 5). В чем же состояла суть этого достиже-
ния? 

На основании анализа данных литературы и результатов собственных исследова-
ний было высказано предположение, что причиной снижения средней продолжительно-
сти жизни населения СССР в 60–80-х годах XX в. явилось решение руководителя госу-
дарства Н.С. Хрущева повысить урожайность сельскохозяйственных культур – кормовой 
базы для мелкого, крупного рогатого скота и птиц – за счет химизации сельского хозяй-
ства. Целью решений Н.С. Хрущева было догнать и обогнать Америку по производству 
мяса, масла и молока. Эту задачу лидер СССР решал с помощью минеральных удобре-
ний, и, прежде всего, использования азотных удобрений. Однако в 60-х гг. XX века не 
обратили внимания на то, что азотные удобрения могут быть источником, как указыва-
лось выше, весьма активных соединений – •NO2. Эти соединения, как известно, способны 
развивать цепные свободно радикальные реакции, которые участвуют в процессах, свя-
занных с горением и взрывами. Недаром селитра (соли азотной кислоты) является одним 
из основных компонентов взрывчатых веществ. Поэтому дополнительное воздействие 
•NO2 на организм людей в дозах, значительно превышающих физиологически допусти-
мые концентрации этих веществ, на фоне гипоксии/ишемии, воспалительных процессов, 
иммунных/аутоиммунных заболеваний могло стать весьма неблагоприятным фактором 
для пожилых людей и людей с хроническими заболеваниями. 

 
Рис. 4. Отчет по Отделению физиологии АН СССР (1963–1983 гг.) акад. АН СССР П.Г. 
Костюка, Э.Н. Светайло и К.А. Ланге [11]. В этом отчете отмечено, что «к наиболее важ-
ным результатам фундаментальных исследований за последние годы и имеющим прак-
тическое значение для медицины и других отраслей народного хозяйства могут быть 
способы снижения нитритредуктазной активности ферментных систем млекопитающих 
и уменьшение токсического действия нитросоединений, которые были предложены Ин-
ститутом высшей нервной деятельности и нейрофизиологии АН СССР. Государствен-
ным комитетом Совета Министров СССР по делам изобретений и открытий направлены 
рекомендации в министерства здравоохранения, пищевой, мясной и молочной промыш-
ленности, сельского хозяйства, предусматривающие уменьшение или замену нитросо-
единений, используемых в пищевых продуктах, а также строгий контроль соблюдения 
допустимых доз содержания этих веществ в питьевой воде, воздухе и почве». 

Поэтому проблема воздействия нитросоединений на организм человека по-преж-
нему остается одной из наиболее актуальных проблем современной биологии и меди-
цины. От решения этой проблемы зависит качество жизни, здоровье и 
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продолжительность жизни населения. Особенно, если учесть, что повышенный фон сво-
бодных радикалов – активных форм кислорода и азота в крови и тканях у пожилых па-
циентов и людей с хроническими формами заболеваний, могут быть причиной снижения 
их средней продолжительности жизни. Таким образом, суть этого достижения состояла 
в том, что предложенные меры по снижению нитратно-нитритного фона, активности 
нитритредуктазных систем, а вместе с ними, и, существенное уменьшение концентрации 
молекул •NO2, которые участвуют в процессах повреждения практически всех компо-
нентов клеток в живых организмах, остановило снижения средней продолжительности 
жизни населения СССР. 

 

 
Рис. 5. Работа, выполненная в ИВНД и НФ АН СССР/РАН, неоднократно была представлена на выставках АН 
СССР и РАН. Однако после смерти вице-президента АН СССР Ю.А. Овчинникова (1934–1988), несмотря на под-
держку академика РАН П.В. Симонова (1926–2002) и академика РАМН и АН Беларуси В.Н. Гурина (1938–2007) 
достичь успеха 1983–1990 гг. не удалось.  

 
В дальнейшем наметилось повышение в разных регионах на 3–5 лет средней про-

должительности жизни населения СССР. В конечном итоге научное достижение Инсти-
тута высшей нервной деятельности и нейрофизиологии АН СССР/РАН (ИВНД и НФ АН 
СССР/РАН) способствовало тому, что в тяжелые годы перестройки, численность насе-
ления за 10 лет (1980–1990) выросла на 24.1 млн. человек (с 264.5 в 1980 г. до 288.6 млн. 
в 1990 г.). К началу 1991 г. численность населения (по текущей оценке) возросла до 289.2 
млн. человек. Это был самый высокий прирост численности населения за 69 лет суще-
ствования СССР [5].  

Результаты, полученные в 70–90-х гг. XX в., мы неоднократно проверяли в работе 
с сотрудниками других НИИ. Всего за 45–50-летний период соавторами наших статей 
стали более 250 исследователей. Совместно с сотрудниками Национального медицин-
ского исследовательского центра кардиологии имени академика Е.И. Чазова Минздрава 
России были проведены исследования, которые позволили подойти к механизмам обра-
зования атеросклеротических бляшек при сердечно-сосудистых заболеваниях, предше-
ствующих развитию инфарктов миокарда [12–20]. Известно, что образование атероскле-
ротических бляшек, как правило, наблюдается в местах бифуркации сосудов. Именно в 
этих местах сосудистой системы наиболее активно работает эндотелиальная NO-синтаза, 
продуцирующая повышенные количества NO [21]. Это необходимо для регуляции то-
нуса сосудов, чтобы обеспечить расслабление гладкомышечных элементов там, где 
крупный сосуд разветвляется на более мелкие сосуды. Активная работа эндотелиальных 
NO-синтаз создает предпосылки для появления весьма активных молекул •NO2 и возник-
новения повреждений эндотелия и интимы сосудов. При этом также страдает симпати-
ческий отдел вегетативной нервной системы и возникает нервно-дистрофический про-
цесс, предшествующий развитию кардиоваскулярной патологии [12–20]. Таким образом, 
нарушение нормальных регуляторных механизмов на фоне снижения медиаторов сим-
патической нервной системы – норадреналина и адреналина, обладающих антиоксидант-
ными свойствами, наблюдаются изменения в интиме сосудов. Эти изменения 
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усиливаются, если повреждается эндотелий кровеносных сосудов [21] и развиваются 
воспалительные процессы, на фоне которых активируется индуцибельная NO-синтаза [9, 
22]. Образованию атеросклеротических бляшек предшествуют оксидативный и нитроза-
тивный стресс и формирование в интиме сосудов липопротеиновых комплексов. Иссле-
дователи и врачи также отмечают важную роль нейрогенных факторов в возрастных из-
менениях интимы сосудов и в феномене ранней инволюции симпатического отдела ве-
гетативной нервной системы при развитии кардиоваскулярной патологии [14–20]. Для 
того чтобы защитить человека от воздействия нитратов, нитритов и оксидов азота, со-
держащихся в пищевых продуктах, воде, лекарственных препаратах и в воздухе, необхо-
дима длительная и продуманная работа государственных медицинских служб. Сам чело-
век может уменьшить воздействие указанных выше вредных факторов, если будет вести 
здоровый образ жизни, рационально и умеренно питаться, обеспечив себя полноценным 
сном, физическими упражнениями, закаливанием и максимально доброжелательным от-
ношением к окружающим его людям.  

Когда врачи говорят, что человек практически здоров, – это не значит абсолютное 
отсутствие болезней. Здоровье – это, прежде всего, возможность организма поддержи-
вать гомеостаз (постоянство переменных показателей внутренней среды) на протяжении 
всей жизни. Сохранение гомеостатической способности организма до глубокой старости 
позволяет организму достичь долголетия. Современная статистика демонстрирует, что 
для всех основных заболеваний характерен экспоненциальный рост смертности с возрас-
том. Причиной такого лавинообразного прогрессирования заболеваний являются повто-
ряющиеся циклы реакций, многократно усиливающие вред первоначально некритичных 
изменений в организме. Предполагается, что увеличение продолжительности жизни не 
изменит сам принцип циклов с положительной обратной связью как основы экспонен-
циального прогрессирования зависимых от возраста заболеваний [23]. Постепенное уми-
рание организма – это та цена, которую человек платит за относительно долгие годы 
жизни. Авторы некоторых работ предлагают остановить прогрессирование уровня 
смертности от возрастных заболеваний, прерывая порочные циклы, когда токсичные 
продукты биохимических реакций инициируют запуск тех же самых реакций [1–3]. Та-
ким образом, развиваемые нами представления о защитной роли регуляторных циклов 
NO и •O2

-, участвующих в предотвращении гипоксии/ишемии, воспалительных, иммун-
ных и аутоиммунных процессов [4, 5, 9, 12, 20, 22], нашли свое подтверждение и даль-
нейшее развитие в этих работах.  

Заключение. Авторы считают, что принципиально новыми являются обоб-
щающие идеи о том, что NO2, образующийся в живых организмах, участвует в раз-
рушении клеток, субклеточных структур и нормальных регуляторных циклов NO и 
•O2-, которые не позволяют запустить патогенетические циклы с участием •NO2, 
•O2- и пероксинитритов. Прерывая подобные повторяющиеся патогенетические 
циклы реакций, многократно усиливающие вред первоначально некритичных изме-
нений в организме, можно остановить прогрессирование уровня смертности от воз-
растных заболеваний.  
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THE EFFECT OF NO AND NITRITES ON THE LEVEL OF ATP IN LYMPHOCYTES 
AND THE RELATIONSHIP WITH THE LEVEL OF AUTOANTIBODIES TO GLU-
TAMATE RECEPTORS IN CHILDREN WHO HAVE SUFFERED A TRAUMATIC 
BRAIN INJURY  
The article presents experimental data on the effect of NO-generating substances (nitrites and 
S-Nitrosocysteine) on the content of ATP in human lymphocytes. In children who suffered trau-
matic brain injury (TBI), the level of ATP in lymphocytes and the content of autoantibodies 
(aAb) to glutamate receptors (NMDA GluRc) and neuroglial protein S100b were determined 
in the dynamics of the post-traumatic period. 
Keywords: ATP in lymphocytes, effect of NO, aAT to NMDA GluRc, at to S100b, TBI, children 
 

Введение Роль иммунной системы в патогенезе ЧМТ неоспорима и показана в 
работах [1, 2]. Защитный иммунный ответ на вирусы, бактерии и другие патогены при 
ЧМТ требует не только эффективных способов индукции, но и адекватного ограничения 
его интенсивности и продолжительности. Иммунная система поддерживает сложную 
сеть клеточных и гуморальных компонентов, которые в идеале помогают предотвращать 
чрезмерные реакции и повреждение тканей, а также устранять воспаления. Все больше 
данных свидетельствует о том, что воспаление и активация иммунной системы являются 
основной причиной вторичных повреждений при ЧМТ. 

В наших работах было показано, что при ЧМТ происходит ранняя активация ауто-
иммунных процессов и увеличение уровня различных аАТ в сыворотке крови: аАТ к ре-
цепторам глутамата (GluRc) AMPA и NMDA типов, аАТ к α2-субьединице рецепторов 
ацетилхолина (AchRc), нейроглиальному белку S100b [3,4,5]. Подобная активация отме-
чалась с 1го дня и увеличивалось к 7-15 дню посттравматического периода, независимо 
от тяжести ЧМТ. Однако были выявлены определенные отличия динамики в зависимо-
сти от тяжести и исходов ЧМТ [6]. Первым объектом наших исследований были GluRc, 
что обьяснялось центральной ролью возбуждающей аминокислоты глутамата и возник-
новением гиперстимуляции GluRc и глутаматной нейротоксичности  при повреждениях 
мозга гипоксического характера. К таким заболеваниям, прежде всего, относятся ин-
сульты, эпилепсия и ЧМТ. 

В литературе имеются данные о способности оксида азота (NO) оказывать влия-
ние на иммунную систему [7]. Учитывая центральную роль NO в нейрональном «Glu 
каскаде» со значительными изменениями содержания АТФ в нейронах, а также наличие 
GluRc NMDA типа в лимфоцитах, представлялось актуальным изучить воздействие NO 
на содержание АТФ в лимфоцитах. 

Цель работы. Оценить влияние различных концентраций NO-генерирующих со-
единений (NANO2 и S-Nitrosocystein, SNOC) на содержание внутри- и экстраклеточной 
АТФ в лимфоцитах человека и проанализировать взаимосвязь образующегося при ЧМТ 
NO с инициацией аутоиммунных процессов у детей с различной тяжестью ЧМТ. 

Материалы и методы. Для анализа использовали сыворотку детей, перенесших 
ЧМТ. Тяжесть ЧМТ оценивали по шкале комы Глазго (ШКГ), исход – по шкале исходов 
комы Глазго (ШИГ). Выделение лимфоцитов осуществлялось в градиенте фикола по 
стандартной методике. Экспозицию суспензии лимфоцитов с различными концентраци-
ями NO проводили в растворе RPMI (30 мин), Экстракцию АТФ осуществляли с 
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помощью 2% ТХУ с 2мМ ЭДТА с последующей нейтрализацией tris/KOH. К 50 мкл сус-
пензии лимфоцитов добавляли 200 мкл ТХУ/ЭДТА (2 мкл 200 mM ЭДТА + 198 мкл 2% 
ТХУ) и держали 10 мин на льду. После центрифугирования (+4ºС, 10 мин, 12000 об/мин) 
супернатант переносили в другую пробирку и нейтрализовали с помощью Tris\KOH. 
Определение концентрации АТФ в трис-ацетатном буфере (рH=7,76) проводили на лю-
минометре Lucy-1 (Австрия) с помощью люциферин-люциферазы (Promega). Концен-
трацию АТФ выражали в нмоль на мг белка, который определяли методом Брэдфорда с 
помощью наборов Fluka. Содержание аАТ к NMDA GluRc и S100b определяли иммуно-
ферментными методами, описанными в работах [3,4]. Содержание NOx определяли с 
наборами R&D systems (USA). 

Полученные результаты.  Наши представления о роли и значимости содержания 
АТФ в лимфоцитах в патогенезе острого периода ЧМТ сложились при проведении экс-
периментов in vitro, в которых проводили инкубацию лимфоцитов с веществами, способ-
ными генерировать повышение концентрации NO: S-нитрозоцистеином (SNOC) и нит-
ритом натрия (NaNO2).  В экспериментах in vitro мы оценивали изменение внутрикле-
точного и экстраклеточного уровня АТФ (eAТФ) в лимфоцитах при воздействии разных 
концентраций NO, содержание которого возрастает при сопровождающей ЧМТ гипо-
ксии мозга у детей [3]. Известно, что увеличение eАТФ приводит к апоптозу и гибели 
клеток [10,11].  

В наших экспериментах показано, что при возрастании концентраций NO до 
определенного уровня повышается содержание внутриклеточной АТФ (iАТФ), однако 
при достижении концентрации NO 103-104 мкМ происходит резкое снижение содержа-
ния iАТФ и увеличение содержания eАТФ (рис.1А и 1Б). 
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Рис. 1. Содержание АТФ в лимфоцитах при воздействии различных концентраций NO-генерирующих соедине-

ний: А- NaNO2; Б – S-нитрозоцистеина (SNOC) 
 

Как было ранее показано нами, аналогично действию на лимфоциты, NO дей-
ствует на АТФ в культуре нейронов мозжечка: в малых концентрациях повышает содер-
жание iАТФ, а в больших - снижает (это особенно характерно для SNOC) [12]. 

Таким образом, эксперименты in vitro явились основанием для предположений о 
том, что при разной тяжести ЧМТ и разном уровне продуктов NO будет наблюдаться 
различная динамика iАТФ в лимфоцитах.   

Индивидуальный анализ динамики содержания АТФ в лимфоцитах после перене-
сенной ЧМТ был проведен с учетом тяжести ЧМТ и признаков повреждения мозга по 
показаниям уровня маркеров нейрофункциональных белков S100b и NSE, а также уровня 
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аАТ к S100b и NMDA GluRc в сыворотке крови. 
При легкой ЧМТ (ШКГ =14 баллов) и полном восстановлении неврологических 

функций (ШИГ 5) отмечался рост уровня iАТФ в лимфоцитах в первые 5 дней после 
ЧМТ с последующим колебанием в пределах 50% и повышение к моменту выздоровле-
ния и выписки. Уровень АТФ в сыворотке крови (аналог eАТФ) в первые 7 дней после 
ЧМТ имел противоположную динамику по отношению к iАТФ, но в дальнейшем полно-
стью совпадал с содержанием АТФ в лимфоцитах (рис. 2). 

Уровень NOx (NO2+NO3) при легкой ЧМТ был самым низким из всех групп, но с 
небольшим превышением NOx в контроле (19±2µM при 10±5 µM в контроле). Именно 
при небольшом повышении содержания NOx в плазме мы отмечали значительное раннее 
(в 1й день после ЧМТ) повышение уровня аАТ к NMDA GluRc (рис. 2). 
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Рис. 2. Динамика содержания АТФ и аАТ к NMDA GluRc в лимфоцитах и сыворотке крови у детей с легкой 

ЧМТ и благоприятным исходом 
 

При благоприятном исходе отмечался повышенный уровень аАТ к NMDA GluRc 
в 1й день после ЧМТ с дальнейшим снижением по мере выздоровления. Эти данные под-
тверждали ранее полученные нами результаты о благоприятном исходе ЧМТ у детей с 
более высоким уровнем аАТ к NMDA GluRc [3,6] и позволили выдвинуть гипотезу о 
защитной роли повышения аАТ к NMDA GluRc в первый день после ЧМТ. 

Уровень S100b и NSE при благоприятном исходе после «физиологического» по-
вышения нормализовался к 3му дню после ЧМТ и не превышал контрольных значений. 
Уровень аАТ к S100b белку в этой группе не превышал 120%.  

При тяжелой ЧМТ, которая оценивалась по ШКГ <9 баллов, наблюдалась отлич-
ная картина. Выявлена тенденция к снижению уровня АТФ в лимфоцитах и сыворотке 
крови, а также достаточно низкий уровень аАТ к NMDA GluRc в первые дни после ЧМТ 
(рис. 3). Повышение уровня аАТ после первых 10 дней расценивалось нами как вторич-
ная гипоксия и сопровождалось повышением содержания NOx [3]. 
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Рис. 3. Содержание АТФ и динамика уровня аАТ к NMDA GluRc и аАТ к S100b в лимфоцитах и сыворотке 
крови при тяжелой ЧМТ (ШКГ=8 баллов) с ШИГ=4 (инвалидизация средней тяжести) 
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При тяжелой ЧМТ с ШИГ=2 (вегетативное состояние) при начально высоком аб-
солютном уровне АТФ в первые дни после ЧМТ наблюдалось последующее снижение 
уровня АТФ в лимфоцитах с повышением уровня АТФ в сыворотке крови (рис. 4). При 
этом при низком содержании белка S100b отмечался повышенный уровень аАТ к S100b 
и аАТ к NMDA GluRc. Содержание NOx в плазме в этой группе не измерялось, Уровень 
NOx в этой группе не измерялся, но уровень 3-Nitrotyrosine в плазме был несколько уве-
личен (7-42 нМ при следовых количествах в норме). 
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Рис. 4. Содержание АТФ в лимфоцитах и динамика уровня аАТ к NMDA GluRc и аАТ к S100b в лимфоцитах и 
сыворотке крови при тяжелой ЧМТ и сыворотке крови при тяжелой ЧМТ (ШКГ=7 баллов) с ШИГ=2 (вегета-

тивное состояние). 
 

В случае тяжелой ЧМТ с летальным исходом (ШИГ 1) наблюдалась практически 
параллельная динамика содержания АТФ в лимфоцитах и сыворотке крови с окончатель-
ным резким снижением уровня АТФ и в лимфоцитах и сыворотке крови.    Показанная 
динамика сопровождалась невысоким начальным уровнем аАТ к NMDA GluRc и S100b 
с последующим их ростом. Отмечался значительный рост уровня самого глиального 
белка S100b и NSE на протяжении всего посттравматического периода. Уровень NOx в 
этой группе достигал 176 ± 45 µM. 
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Рис. 8. Содержание АТФ в лимфоцитах и сыворотке крови при тяжелой ЧМТ (ШКГ=3 баллов) с ШИГ 1 (ле-

тальный исход). 
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Состояние пациента с тяжелой ЧМТ (ШКГ=3) резко ухудшилось к концу 2й не-
дели. Переломный момент в состоянии здоровья пациента обозначен на рисунках верти-
кальной стрелкой). Пациенты этой группы соответствовали экспериментальному вари-
анту с лимфоцитами, когда наблюдалось снижение и внутри- и экстраклеточной АТФ. 
 
Авторы считают, что в данной работе новыми являются следующие положения и 
результаты: 
 

1. Подъем уровня АТФ в лимфоцитах сразу после ЧМТ является благоприятным 
признаком, отражающим активацию лимфоцитов. 

2. Более высокий уровень аАТ к рецепторам глутамата сразу после тяжелой ЧМТ 
является благоприятным признаком для исхода ЧМТ и совпадает с повышением 
iАТФ в лимфоцитах. 

3. Продолжительная отрицательная динамика содержания АТФ в лимфоцитах с ана-
логичной динамикой в сыворотке при тяжелых ЧМТ является неблагоприятным 
признаком исходов тяжелой ЧМТ. 

4. Продолжающееся увеличение содержания аАТ к рецепторам глутамата после 2х 
недель может отражать нарастающую вторичную гипоксию. 

5. NO при умеренном повышении в плазме сразу после ЧМТ способствует повыше-
нию iАТФ в лимфоцитах и повышению аАТ к GluRc, что активирует иммунный 
ответ и защищает мозг от гипоксических повреждений. 
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ВЛИЯНИЕ ИНГИБИТОРОВ НЕЙРОНАЛЬНОЙ NO-СИНТАЗЫ (NNOS) НА РАЗ-
ВИТИЕ ОПУХОЛЕЙ 
В обзоре обсуждаются литературные данные о роли нейрональной NO- синтазы (nNOS) 
в онкогенезе. Анализируется противоопухолевый потенциал ингибиторов nNOS и моле-
кулярные механизмы их действия. 
Ключевые слова: нейрональная NO-синтаза (nNOS), онкогенез, синтетические ингиби-
торы nNOS. 
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Krivosheeva, V.N. Tazaev. 
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THE EFFECT OF NEURONAL NO SYNTHASE (NNOS) INHIBITORS ON TUMOR 
DEVELOPMENT 
The review discusses the literature data on the role of neuronal NO synthase (nNOS) in onco-
genesis. The antitumor potential of nNOS inhibitors and the molecular mechanisms of their 
action are analyzed. 
Key words: neuronal nitric oxide synthase (nNOS), oncogenesis, synthetic nNOS inhibitors. 

 
Введение. 
 Как видно из результатов экспериментальных и клинических исследований, все 

изоформы NOS: нейрональная nNOS (NOS1), индуцибельная − iNOS (NOS2) и эндоте-
лиальная − eNOS (NOS3) вовлечены в развитие опухолей, но окажут ли они проопухо-
левое или противоопухолевое действие будет зависеть от многих факторов: типа опухо-
левых и стромальных клеток, синтезирующих оксид азота (NO), концентрации NO, вре-
мени экспозиции, опухолевого микроокружения и другое. NO при низких и средних кон-
центрациях стимулирует различные онкогенные сигнальные пути, такие как AKT, ERK 
и HIF, а при высоких – может вызывать нитрозативный стресс и стимулировать 
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антионкогенные механизмы, такие как активацию p53 и апоптоз. Роль iNOS, eNOS в он-
когенезе изучена более широко и подробно в сравнении с nNOS. Нейрональная NO-
синтаза, подобно eNOS, конститутивно экспрессируется в клетках, продуцируя малое 
количество NO в ответ на стимуляцию внутриклеточного кальция. Экспрессию nNOS 
регистрируют в нейронах, астроцитах, адвентиции кровеносных сосудов головного 
мозга, островковых клетках поджелудочной железы, нейтрофилах и других типах кле-
ток. nNOS функционирует как ретроградный нейромедиатор центральной и перифери-
ческой нервной систем, участвует формировании памяти, способности к обучению, ре-
гулирует сердечную деятельность, перистальтику кишечника и выполняет другие функ-
ции. К настоящему времени опубликовано много работ, анализирующих структурную 
организацию фермента, регуляцию экспрессии и активности nNOS, и ограниченное ко-
личество исследований, раскрывающих роль фермента в прогрессии злокачественных 
новообразований. Авторы таких работ рассматривают фермент (при избыточной актив-
ности его в опухолях), как многообещающую мишень, модулированием активности ко-
торой можно достичь торможения роста опухоли.  

Цель работы: анализ литературных данных, касающихся роли nNOS в опухоле-
вом процессе, а также противоопухолевой эффективности ингибиторов nNOS и механиз-
мов их реализации в условиях эксперимента.  

Материалы и методы.  
При подготовке обзора были использованы публикации информационных баз 

биомедицинской литературы: Sciverse Scopus (538), PubMed (1327), Web of Science 
(905), РИНЦ (125).  

Полученные результаты. 
 Как видно их данных литературы, существенное внимание исследователей было 

уделено особенностям экспрессии nNOS в меланомах и глиомах и выявлению связей 
фермента с активностью белков, участвующих в пролиферации, противоопухолевом им-
мунитете. Меланома. Известно, что меланоциты происходят из нервного гребня и обла-
дают многими характеристиками экспрессии генов, сходными с нервными клетками. Ме-
ланома остается одной из агрессивных форм рака кожи из-за высокого уровня геномных 
мутаций и проявления резистентности к терапевтическим агентам [1, с.2]. Выявлена по-
ложительная корреляция экспрессии nNOS в опухолях в зависимости от стадии развития 
меланомы у человека. Известно, что ультрафиолетовое излучение (УФИ) является ос-
новным фактором риска возникновения меланомы. УФИ, особенно в дозах, вызывающих 
солнечный ожог кожи, значительно увеличивало содержание NO в коже человека, сти-
мулировало устойчивую выработку IFN-γ макрофагами, рекрутированными в область 
воспаления, что может приводить к иммунной дисфункции циркулирующих Т-лимфо-
цитов и способствовать меланомогенезу и прогрессированию меланомы [2,3,4, с.2]. Из-
вестно, что плейотропный цитокин IFNγ проявляет противоопухолевые эффекты и имеет 
решающее значение для врождённого и приобретённого иммунитета против вирусных, 
некоторых бактериальных инфекций, а также является важным активатором макрофагов 
и индуктором экспрессии молекул iNOS. Хотя в исследовании на мышиной модели ме-
ланомы B16, IFN-γ показал противоопухолевый эффект, в дальнейшем была выявлена 
стимулирующая роль IFN-γ при росте меланомы у трансгенных мышей UVB-HGF/sf14. 
В более раннем исследовании, лечение IFN-γ усиливало прогрессирование заболевания 
на ранней стадии меланомы, приводя к рецидиву или смерти более чем у 50% пациентов 
[5,6, с.2]. В работе [7, с.2], авторы сосредоточили свое внимание на демонстрации основ-
ных механизмов развития меланомы, стимулированной IFN-γ и разработке новых инги-
биторов nNOS для профилактики и терапии меланомы. Показано, что IFN-γ стимулирует 
прогрессию меланомы через nNOS-NO сигналинг, значительно увеличивая метастатиче-
ский потенциал клеток меланомы человека А375 и увеличивая уровни экспрессии ядер-
ного фактора транскрипции STAT3, который способствует росту и выживанию опухоле-
вых клеток [8, с.2]. Культивирование А375 клеток меланомы с ингибитором nNOS МАС-

https://ru.wikipedia.org/wiki/%D0%92%D1%80%D0%BE%D0%B6%D0%B4%D1%91%D0%BD%D0%BD%D1%8B%D0%B9_%D0%B8%D0%BC%D0%BC%D1%83%D0%BD%D0%B8%D1%82%D0%B5%D1%82
https://ru.wikipedia.org/wiki/%D0%9F%D1%80%D0%B8%D0%BE%D0%B1%D1%80%D0%B5%D1%82%D1%91%D0%BD%D0%BD%D1%8B%D0%B9_%D0%B8%D0%BC%D0%BC%D1%83%D0%BD%D0%B8%D1%82%D0%B5%D1%82
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3-190, эффективно снижало образование NO и экспрессию STAT3, индуцируемые IFN-
γ. IFN-γ значительно повышал экспрессию генов, связанных с плохим прогнозом: PD-L1, 
cMyc и HIF-1α в клетках меланомы, в то время как другой изотип интерферона − IFN-α 
не оказывал влияния на эти показатели. Повышенная экспрессия белка PD-L1 в клетках 
меланомы была ослаблена высокоселективными ингибиторами nNOS – МАС-3-190 и 
НН044. В исследованиях in vitro и in vivo МАС-3-190 и НН044 демонстрировали суще-
ственную противоопухолевую активность и вызывали снижение экспрессии PD-L1 в 
опухолевых ксенографтах меланомы без проявления системной токсичности у мышей. 
Тестирование вновь синтезированного высокоселективного ингибитора nNOS – cpd8 и 
подавление активности фермента с помощью siRNA выявило торможение роста и инва-
зию опухолевых клеток меланомы (A375 и Lu1205) как in vitro, так и in vivo. При этом, 
синтез NO (индуцируемый L-аргинином), уровни экспрессии генов, которые вносят свой 
вклад в пролиферацию, инвазию и метастазирование меланомы: JunD, MMP-1, APE/Ref-
1, and Bcl-2 значимо снижались [9,10, с.3]. Примечательно, что опухолевый процесс по-
давлялся только nNOS ингибиторами, но не природными или синтетическими ингибито-
рами iNOS.  

Неконтролируемая пролиферация меланоцитов, может быть вызвана сочетанием 
воздействие УФ излучения и дисбаланса выработки базового фактора роста фибробла-
стов (bFGF). На модели реконструированной кожи человека, пересаженной мышам с им-
мунодефицитом, под влиянием высоких и устойчивых уровней bFGF в комбинации с УФ 
излучением, обнаружены пигментированные поражения с гиперпластическими мелано-
цитами, включая клетки с атипией высокой степени [11, с.3]. Помимо этого, bFGF инду-
цировал nNOS в иммортализованных меланоцитах человека и стимулировал рост мела-
номы [9, с.3].  

На примере опухолевых клетках человека: меланомы, рака яичников и колорек-
тального рака было изучено влияние сверхэкспрессии nNOS в клетках меланомы на её 
чувствительность к IFNα, которая регулировалась через эпигенетический механизм [12, 
с.3]. Интерферон I типа (IFN-I или IFN-α) играет ключевую роль в подавлении опухоле-
вого роста и формировании иммуногенности опухоли, а его уровни экспрессии в опухо-
лях положительно коррелируют с благоприятным исходом заболевания [13-15, с.3]. По-
казано, что сверхэкспрессия NOS1 в клетках меланомы снижала чувствительность к 
IFNα и индуцировала S-нитрозилирование HDAC2-C262/C274. Эта модификация сни-
жала связывание HDAC2 со STAT1, тем самым уменьшая привлечение HDAC2 к промо-
тору ISGs (гены, стимулируемые интерфероном) и деацетилирование H4K16. Примеча-
тельно, что экспрессия мутантной формы HDAC2, которая не проявила способности к 
нитрозилированию, восстанавливала экспрессию ISGs, усиливала инфильтрацию опу-
холи лимфоцитами и уменьшала индуцированное NOS1 метастазирование в лёгкие у мы-
шей. Помимо этого, продемонстрировано снижение IFNα стимулированной индукции 
генов ISGs в опухолевых клетках под влиянием экзогенного донора NO или при гипер-
экспрессии NOS1. Селективный и малоселективные ингибиторы nNOS: N-PLA и L-
NAME, но не 1400 W индуцировали пониженное S-нитрозилирование HDAC2 в клетках 
меланомы человека A375, что позволяет предположить, что NOS1, но не NOS2, может 
индуцировать S-нитрозилирование HDAC2. Таким образом, ингибирование S-нитрози-
лирования HDAC2 может восстановить передачу сигналов IFNα и следовательно снизить 
метастазирование. 

Полиморфизмы nNOS и риск развития меланомы кожи (CM). Принимая во вни-
мание данные об отсутствии экспрессии nNOS в нормальных меланоцитах in situ пола-
гали, что повышение экспрессии nNOS de novo может быть маркером ранней стадии раз-
вития меланомы. Впервые в клиническом исследовании "случай-контроль" была просле-
жена связь между функциональными однонуклеотидными полиморфизмами (SNP) в ге-
нах nNOS и iNOS и риском развития CM в моделях множественной логистической ре-
грессии [16, с.3]. Генотипировали отдельные полиморфизмы генов: nNOS -84 гуанин-



Секция 7. ОКСИД АЗОТА И ПРОДУКТЫ ЕГО МЕТАБОЛИЗМА В БИОЛОГИЧЕСКИХ СИСТЕМАХ 
 

 

Материалы конференции NT + ME`24. – ISBN 978-5-6044060-4-5                                      271  

аденин (G→A), nNOS 276 цитозин-тимин (C→T) и iNOS Ex16+14C→T, iNOS 974G→T 
SNP. Статистически значимый повышенный риск развития СМ был связан с генотипами 
nNOS − 84G→A (OR, 1,49; 95% CI, 1,05–2,13) и −84AG+AA (OR, 1,48; 95% CI, 1,06–2,06) 
по сравнению с генотипом nNOS −84GG. Комбинированные генотипы 2 SNP nNOS ока-
зывали большее влияние на риск развития СМ, чем любой отдельный SNP. Это позволяет 
предположить, что объединение нескольких вариантов одного и того же гена является 
более эффективным способом оценки риска. При этом, риск этой локализации не был 
связан с комбинированными генотипами iNOS. Исследование показало, что генетиче-
ские варианты nNOS, но не iNOS, могут быть биомаркерами восприимчивости к CM, а 
его риск, связанный с солнечными ожогами и родинками, может модулироваться гено-
типами вариантов nNOS.  

Астроцитомы, глиобластомы (GBM). Результаты клинических исследований 
показали, что экспрессия nNOS и других изоформ NOS [17, 18, с.3] существенно увели-
чена в опухолях головного мозга и их перитуморальных областях. Экспрессия nNOS в 
глиальных опухолях человека положительно коррелировала с показателем злокаче-
ственности [19, с.4].  

Повышение синтеза NO может способствовать событиям, которые присущи про-
грессии опухолей: окислительному стрессу, усилению неоангиогенеза и увеличению 
проницаемости сосудов [20,21, с.4]. Астроцитарные опухоли, включая астроцитомы и 
GBM, являются наиболее распространенным типом первичных опухолей головного 
мозга, представляющей значительные трудности при лечении и высокую частоту реци-
дивов [22, с.4]. В исследовании in vitro на трёх линиях опухолевых клеток: клетки астро-
цитомы (U251MG и U138MG) и клетки глиобластомы (U87MG) изучали действие темо-
золомида (TMZ) в комбинации с ингибиторами NOS – L-NAME и 7-NI на выживаемость 
клеток и образование АФК [23, с.4]. Селективный ингибитор nNOS – 7-NI улучшал ре-
зультаты цитотоксического действия TMZ, снижая жизнеспособность опухолевых кле-
ток на 12,8% на фоне подавления окислительного стресса. Нокдаун nNOS малой интер-
ферирующей siRNA увеличил на 20% цитотоксичность TMZ по отношению к клеткам 
глиобластомы U87MG. Авторы полагают, что глушение ещё одной мишени − nNOS с 
помощью синтезированной siRNA может улучшить противоопухолевой действие TMZ 
по отношению к глиобластомам и заслуживает дальнейших исследований. 

Влияние ингибиторов на активность и экспрессию nNOS и iNOS, а также на про-
лиферацию было изучено на клетках глиомы U87-MG. В исследовании in vitro оценивали 
фармакологическое действие ингибитора nNOS − 7-NI и ингибитора iNOS − L-NIL. Ре-
зультаты показали, что воздействие L-NIL (500 и 1000 µM) и 7-NI (100 µM) привело к 
снижению уровня NO, активности NOS, уровня 3-нитротирозина и клоногенной проли-
ферации, но не меняли экспрессию nNOS и iNOS в клетках глиомы. Авторы заключают, 
что фармакологическое ингибирование NOS может быть использовано в качестве пер-
спективного направления терапии GBM [24, с.4].  

Опухоли репродуктивных органов. Показатели заболеваемости и смертности от 
рака шейки матки у женщин занимают 3-е и 4-е места в структуре онкологических забо-
леваний в мире [25, 27, с.4]. Изучение молекулярных механизмов возникновения и про-
грессирования рака шейки матки и поиск новых мишеней по-прежнему остаются акту-
альными направлениями исследований. Определение экспрессии nNOS и ABCG2 в об-
разцах рака шейки матки выявили их существенное повышение. Известно, что ABCG2 
относится к суперсемейству АТФ-связывающих кассетных транспортеров, участвует в 
транспорте ксенобиотиков, способствует миграции и инвазии опухолевых клеток, а 
также проявлению резистентности в опухолях к химиотерапевтическим препаратам. По-
казано, что экспрессия ABCG2 существенно увеличивается при раке желудка, поджелу-
дочной железы и других опухолях [26, с.4], но данных о статусе белка и его регуляции 
при раке шейки матки нет. В исследованиях in vitro на клеточных линиях HeLa и C-33A 
при подавлении экспрессии NOS1 помощью sh-NOS1 было обнаружено снижение 
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экспрессии не только nNOS, но и ABCG2 [27, с.4]. Однако, уровень экспрессии белка 
NOS1 остался неизменным после нокдауна гена ABCG2, что позволяет предположить, 
что NOS1 может быть вышестоящей регуляторной молекулой. Подавление экспрессии 
nNOS сопровождалось резким повышением уровня апоптоза и снижением пролифера-
ции опухолевых клеток (p<0,05). На основе вышеизложенного, можно предположить, 
что снижение экспрессии NOS1 и ABCG2 в опухолевой ткани с гиперэкспрессией этих 
белков, можно рассматривать как эффективную стратегию, которая способна улучшить 
результаты противоопухолевой терапии у больных раком шейки матки. 

Продолжением исследований в этой области, стала работа, оценивающая вклад 
NOS1 в развитие резистентности клеток эпителиальной карциномы яичников (EOC) к 
цис- диамминдихлороплатине (DDP) и возможную связь между экспрессией nNOS и 
ABCG2, ассоциированного с множественной лекарственной устойчивостью [28,29, с.4]. 
Анализ базы данных GSE26712 и GSE51373 обнаружил, что уровни мРНК NOS1 и 
ABCG2 положительно коррелируют при EOC, а уровни экспрессии генов ABCG2 в опу-
холях химиорезистентного рака яичников были выше, чем в чувствительных к химиоте-
рапии опухолях. Показано, что трансфекция NOS1 может увеличить экспрессию ABCG2 
как в условиях in vitro, так in vivo у мышей с ксенотрансплантатами. Примечательно, что 
повышенная экспрессия обоих генов при лечении DDP может быть снижена неселектив-
ным ингибитором – L-NAME или селективным ингибитором NOS1 – N-PLA, что позво-
ляет предположить, что NOS1 может регулировать экспрессию ABCG2. Повышенная 
экспрессия NOS1 способствует выживанию клеток рака яичников за счёт повышения по-
тенциала устойчивости к DDP и этот эффект был обращен вспять добавлением верапа-
мила − ингибитора ABCG2. Подавление экспрессии/активности NOS1 путем трансфек-
ции si-NOS1 или ингибитором – N-PLA снижало устойчивость опухолевых клеток к 
DDP, скорее всего вследствие усиления индуцированной DDP гибели клеток. В совокуп-
ности, эти данные указывают на то, что NOS1 усиливает экспрессию ABCG2, снижает 
скорость гибели опухолевых клеток, тем самым повышая резистентность к DDP в клет-
ках EOC. 

Назофарингеальная карцинома (NPC). Как ранее было отмечено, NO участвует в 
сложном процессе гибели клеток путем аутофагии, однако механизмы, с помощью кото-
рых эндогенный NO регулирует аутофагию в раковых клетках, остается неясным [30, 
с.5]. В исследовании in vitro, посвященном изучению влияния NO, продуцируемого 
nNOS, на активацию сигнальных путей, способствующих выживанию клеток карциномы 
сообщается, что повышенная экспрессия NOS1 снижает гибель клеток посредством ауто-
фагии. Это приводит к активации сигнального пути AKT/mTOR, подавлению аутофагии 
и, как следствие, увеличению выживаемости клеток. Установлено, что подавление ауто-
фагии в клетках NPC зависело от S-нитрозилирования фосфатазы PTEN, которая явля-
ется негативным регулятором AKT/mTOR сигнального пути. S-нитрозилирование PTEN 
может вести к деградации PTEN посредством NEDD4-1-опосредованного убиквитини-
рования. Такая деградация PTEN сопровождалась гипер-активацией Akt-каскада в 
нейронах и в опухолях человека [32,33, с.5]. Ингибирование NOS1 с помощью siRNA 
или фармакологическими средствами увеличивало гибель клеток и этот эффект был от-
менен ингибитором аутофагии хлорохином. Показано, что снижение аутофагии в NPC 
клетках, экспрессирующих NOS1, способствует развитию у них резистентности к 
цисплатину. В исследованиях на мышах применение ингибитора NOS1 – L-NAME суще-
ственно тормозило опухолевый рост, усиливало аутофагию в ксенографтах опухолей. 
Таким образом, экспрессия NOS1 в клетках снижает аутофагию посредством S-
нитрозилирования фосфатазы PTEN – негативного регулятора пути AKT/mTOR. PTEN 
и сигнальный путь AKT/mTOR рассматриваются авторами как многообещающие ми-
шени, которые могут улучшить результаты химиотерапии опухолей.  

Клетки миелоидного лейкоза человека К562. В более ранних исследованиях было 
установлено, что NO, в зависимости от концентрации, модулирует дифференцировку, 

https://www.ncbi.nlm.nih.gov/geo/query/acc.cgi?acc=GSE26712
https://www.ncbi.nlm.nih.gov/geo/query/acc.cgi?acc=GSE51373
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выживаемость и гибель нейтрофилов и лейкозных клеток путём апоптоза, пироптоза, 
ферроптоза, аутофагии [34-38, с.5]. В исследовании предпринята попытка сравнительной 
оценки роли iNOS и nNOS в выживании сверхэкспрессирующих эти ферменты миелоци-
тарных клетках K562. Клетки с трансфицированными iNOS и nNOS в равной мере де-
монстрировали нарушение клеточного цикла, митохондриальную дисфункцию, а также 
ослабленную экспрессию антиоксидантных ферментов. Индукция гибели клеток, сверх-
экспрессирующих iNOS или nNOS, сопровождалась активацией pJNK/p38MAPK/Erk1/2 
и снижением передачи сигналов PI3K/Akt/mTOR. Наряду с этим, сравнительный анализ 
паттерна экспрессии генов, задействованных в гибели клеток: CASP1, CASP4, CASP3 и 
высвобождающихся интерлейкинов указывают на разный путь гибели клеток: предпо-
чтительно для K562iNOS – пироптотический, связанный с воспалением или для 
K562nNOS – апоптотический.  

nNOS и активация фибробластов, ассоциированных с раком (CAF). Известно, что 
CAF стимулируют рост опухоли и её метастазирование. Хемокин CXCL14, экспрессиру-
емый в фибробластах и других типах клеток, является контекстно-зависимым мощным 
индуктором как прооопухолевых и так противоопуховых свойств [39, с.6]. Исследование 
было направлено на изучение роли NOS1 в поддержании проопухолевых функций CAF, 
экспрессирующих CXCL14 (CXCL14-CAF) [40, с.6]. Авторы обнаружили, что что NOS1 
активируется в CXCL14-CAF в фибробластах. Индукция NOS1 была связана с окисли-
тельным стрессом и с активацией передачи сигналов NRF2 и HIF1a в CXCL14-CAF. По-
казано, что повышенная экспрессия NOS1 в фибробластах не связана с увеличением де-
тектируемой продукции NO. Полагают, что NO преимущественно используется во внут-
риклеточных химических реакциях, в частности, в нитрозировании тирозина. Генетиче-
ское или фармакологическое ингибирование NOS1 снижало рост фибробластов, экспрес-
сирующих CXCL14, наряду со снижением развития опухолей, образованных при введе-
нии животным фибробластов с клетками рака предстательной железы (LNCaP) или мо-
лочной железы (MCF7). После подавления NOS1 в CXCL14 в фибробластах была зна-
чимо снижена инфильтрация опухоль ассоциированных макрофагов и лимфангиогенез в 
обеих моделях. Таким образом, показана роль NOS1 как нового интегрального компо-
нента передачи сигналов CXCL14-CAF, который поддерживает проонкогенные функции 
фибробластов, экспрессирующих CXCL14. 

Выводы.  
Изучение экспрессии NOS в злокачественных клетках и опухолях различного ги-

стогенеза выявило повышенную иммунореактивность к изоферменту nNOS, наиболее 
выраженную при более высоких уровнях опухолевой пролиферации. Показано, что NO, 
продуцируемый nNOS усиливает, инвазию, иммуносупрессию, выживание клеток и раз-
витие резистентности к противоопухолевой терапии. Фармакологическое или генетиче-
ское ингибирование гиперэкспрессии nNOS приводило к торможению пролиферации, 
опухолевого роста и метастазирования за счёт снижения уровней экспрессии генов, спо-
собствующих онкогенезу: JunD, MMP-1, APE/Ref-1, Bcl-2, PD-L1, ABCG2, а также за 
счёт снижения нитрозилирования белков, усиления чувствительности к цитостатикам, 
модулирования состава и пролиферации клеток опухолевого микроокружения и других 
механизмов. В целом, снижение продукции NO до физиологических уровней или её по-
вышение до суперфизиологических значений может способствовать гибели опухолевых 
клеток и увеличивать их чувствительность к цитостатикам.  

Заключение.  
Авторы считают, что в данной работе новыми являются следующие результаты: 

проведена систематизация и обобщение данных, касающиеся роли nNOS в развитии опу-
холей, а также дана оценка противоопухолевой эффективности фармакологического ин-
гибирования nNOS in vitro и in vivo. Ингибирование гиперактивности nNOS при некото-
рых злокачественных нозологиях можно рассматривать как многообещающий подход, 
который может улучшить результаты терапии. 
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Сокращения. N-PLA – N-пропил-L-аргинин; L-NAME − N(омега)-нитро-L-арги-
нина метиловый эфир гидрохлорид, DETA/NO – донор NO; 7-NI – 7-нитроиндазол; L-
NIL − N6-(1-иминоэтил)-L-лизин, дигидрохлорид; 1400 W – N-(3-
аминометил)бензил)ацетамидин; DDP – цисплатин; Jun D – компонент комплекса фак-
торов транскрипции AP1; MMP1 –матриксная металлопротеиназа 1; APE/Ref-1 – апури-
новая/апиримидиновая эндонуклеаза 1/редокс-эффекторный фактор 1 – многофункцио-
нальный фермент, необходимый для поддержания клеточного гомеостаза; Bcl-2 −регу-
лятор апоптоза; HDAC2 – гистондеацетилаза 2; pAkt − фосфо протеинкиназа В, PI3K − 
фосфоинозитид 3-киназа; p38-MAPK – митоген-активируемая протеинкиназа р38; 
CXCL14 – хемотаксический цитокин; ARE – адаптивный антиоксидантный ответ; HIF1a 
− фактор, индуцируемый гипоксией 1-альфа; ERK – внеклеточная сигнально-регулируе-
мая киназа; PD-L1 – лиганд программируемой смерти 1; CASP1, CASP3, CASP4 – кас-
пазы, протеолитические ферменты, участвующие в апоптозе, пироптозе; c-Myc – прото-
онкоген; pJNK – фосфорилированная форма c-Jun N-концевых киназ (стресс-активируе-
мые протеинкиназы); NRF2 – редокс чувствительный транскрипционный фактор. 
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 ФУНКЦИИ МАГНИЯ  В РЕГУЛЯЦИИ NO- НИТРОЗАТИВНОГО  СТРЕССА 
 В статье обсуждается состоянии мало изученной научной проблемы  вклада ионов маг-
ния (МgSO4 ) в регуляции нитрозативного стресса, вызываемого  в клетке E.coli обра-
боткой рядом доноров оксида азота. Сульфат магния кратно увеличивал уровни NO – 
донирования  комплексными растворами с NO- донорами in vitro относительно моно 
растворов.      
 Ключевые слова: магний, нитрозативный стресс, доноры оксида азота.   
    
                
                                                                                                      S.V.Vasilieva 
                                                                                   N.M. Emanuel Institute of Biochemical Physics RAS  

       
MAGNESIUM FUNCTIONS IN NO-NITROSATIVE STRESS REGULATION. 
Unique chemical and physical properties dictate the universal biological activity of nitric oxide, 
its endogenously produced free radicals and biological signaling molecules. In redox reactions 
with a neutral free radicals nitric oxide (NO) generates of nitrosonium cation NO+ and nitroxyl 
anion NO-. In the cells NO+ and neutral NO react with cellular iron (Fe) and thiols to form 
dinitrosyl iron complexes (DNICs) with thiol ligands and NO- mimetic characteristics with re-
gard to phenotypic response. DNICs are the universal signaling molecule in the biological sys-
tems and the largest intracellular pool the amounts of chelatable iron. 
Unlike RSNO, DNICs and other NO-derived cellular adducts with cellular iron, the fate of 
magnesium (Mg) in NO- nitrosative stresses is not well studied, while in the cells Mg is a co-
factor of a numerous enzymes, a participant of about 300 enzyme reactions. It is the most rep-
resentative mineral at the human being, on line with Ca, Na and K. 
Key words: magnesium, nitrosative stress, NO-donating agents. 
         

 Введение 
 Оксид азота  NO – свободно диффундирующая,   высоко активная молекула с 

множеством функций  в биологии живых систем. В токсичных концентрациях - NO гу-
бителен, а в низких функционирует как имуномодулятор -  у высших эукариот [1-3 ] и 
как  важнейшая  меж- и внутриклеточная сигнальная молекула  в эукариотах и в бакте-
риях [4].      

Семейство железо-серных – сенсорных протеинов, включая транскрипционные 
регуляторы SoxRS и NsrR, оксид азота использует для узнавания  свой  железо-серный 
кластер  [4Fe-4S]. Эти регуляторы в структурах E.coli и  ряде родственных  патогенов,  
прямо идентифицируют NO и инициируют ответ как  NO - детоксификацию путем ча-
стичного или полного нитрозилирования железо-серных кластеров [5].      

 В основном,  NO биологическая активность  связана  с  редокс- регуляцией и 
переносом биологических тиолов- S- нитрозотиолов. Этот механизм  очень широко пред-
ставлен в биологии,  и  является важнейшим для  широкого понимания  нитрозативного 
процесса. Именно свободно радикальная природа оксида азота явилась детерминантом 
его универсальных характеристик, одна из которых -    трансформация в нитрозониум 
катион NO+ в живых системах [6 ].  

В биологии металлические кофакторы - железо, сера, цинк и другие , как правило, 
высоко активны при взаимодействии с оксидом азота. Протеины, содержащие FeS кла-
стеры, чувствительны к  NO- индуцированным повреждениям, и основой чувствитель-
ности может быть использование  этих кластеров в качестве биологических 
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переключателей ( switches) [7, 8]. 
Именно способность Zn к  формированию   взаимодействий и связей ( цинковые 

пальцы)   способствовала - в определенных пределах-  эволюционному развитию Zn- 
стабилизированных структурных доменов. Отсутствие редокс- активности у Zn ионов, 
характерный  тип их связывания и  особенности процессов кинетики стали важными “ в 
эволюционном выборе именно Zn” для  уникальных  ролей и специфических функций. 

Магний  (Mg)  это- кофактор многих ферментов, который  наряду с кальцием (Ca), 
натрием (Na) и калием (K) входит в первую четверку минералов в организме человека, а 
по содержанию в клетке занимает 2-е место после K. Его суточная потребность - в сред-
нем 400 мг.  Mg участвует более, чем в 300 ферментативных реакциях –в передаче нерв-
ных импульсов, ритмичной работе сердца, снижении АД  и угнетении агрегации тром-
боцитов. Витамины В1, В6 и С полноценно усваиваются только в присутствии Mg. При 
изучении молекулярно-генетических функций Mg установлено, что он  необходим для 
синтеза всех известных нейропептидов.  Внутриклеточный магний на 80—90 % нахо-
дится в комплексе с АТФ-  универсальным переносчиком и основным  аккумулятором 
энергии в живых клетках.     Важно, что отсутствие редокс- активности у Mg2+  ионов 
(как и у Zn ионов) , все же не стало препятствием  для исполнения Mg столь же  важных  
ролей и сотен незаменимых функций. 

Ионы Mg2+ стимулируют образование L-формы  E.coli c редукцией клеточной 
стенки, свойственное персистентным инфекциям. Проницаемость Mg2+ в клетку контро-
лируется двухкомпонентной системой PhoP/PhоQ. Белок PhoQ функционирует как сен-
сор ионов Mg2+  и фосфорилирует PhoP регулятор, который вызывает транскрипцию  
около 3-х  десятков генов E.coli [9 ]. Cистема PhoP/PhoQ чувствительна также к колеба-
ниям в среде Ca2+. 

Для большинства  видов бактериальных  патогенов, включая Escherichia coli, 
Klebsiella pneumoniae  и др., развитие в клетках оксидативного стресса с  чувствительно-
стью к антибиотикам предусматривает наличие в клеточной  мембране консервативного 
суперсемейства мембранных протеинов DedA    [10, 11]. Делеции в  E.coli yghA и yghB 
(гены сем. DedA) приводили к мультифакторной чувствительности клеток к антибиоти-
кам, высокой температуре и щелочным рH.  Важно отметить, что в таких клетках обна-
руживались также дефекты  нормального клеточного деления с развитием филаментов ( 
последнее типично для активации в E.coli  ДНК SOS-репарационного ответа).  Преодо-
леть  проблему помогало внесение  в культуральную  среду 0.5-2 mM Ca2+ либо Mg2+ и 
восстановление  трафика  этих ионов при активации Са- каналов. Результаты  изучения  
мембранных протеинов  сем. DedA выявили определяющую роль магния в организации  
специфической структуры клеточной стенки бактерий и  значительную роль Mg2+ в их 
чувствительности к антибиотикам [ 10. 11]. 

Цель работы 
Целью работы является анализ данных литературы и результатов собственных  

пилотных исследований по крайне мало изученной в настоящее время ( относительно 
железа)  проблеме функций металлического кофактора  магния в NO - нитрозативном 
стрессе. 

  Материалы и методы  
Все доноры оксида азота  синтезированы в ИПХФ РАН  Н.А. Саниной,  и предо-

ставлены для работы, за что автор статьи  выражает ей искреннюю благодарность.  По-
зитивный контроль- экспрессия генов sfiA 2,63 нМ 4НХО,  «Sigma», США и гена soxS –
0,5 мМ менадионом («Serva», ФРГ). Хромоген -ONPG, «Sigma», США. 

В работе  изучены  бактериальные культуры, содержащие в геноме слитые опе-
роны: E. coli PQ37[sfiA::lacZ],  и TN530λφ(∆soxS'::lacZ). E.coli PQ37 получен от проф. 
Хофнунга ( Институт Пастера, Франция, а E. coli TN530- от T. Nunoshiba, Япония. 

Экспрессия генов sfiA и soxS  изучается опосредованно, по активности фермента 
LacZ β- галактозидазы  в колориметрическом тесте.  
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Показатели  поглощения света окрашенными растворами измерены при λ = 600 
нм и λ = 420 нм на спектрофотометре PD-303UV (Apel Co. Ltd, Япония ). 

Активность β-галактозидазы рассчитана по формуле: (1000×OD420×V)/(OD600×t), 
где OD420 и OD600 – величины поглощения при 420 и 600 нм,  соответственно, V – разве-
дение, t – время инкубации с хромогеном, мин 

Полученные результаты 
Впервые изучено влияние MgSO4 на скорость  донирования NO -  кристалличе-

скими донорами in vitro. Установлена выдающаяся роль сульфата магния в качестве  сти-
мулятора NO- донирования соединениями ТНКЖтио, ЦисА и ПенА, а именно 8 - 10-и 
кратное превышение скорости NO-донирования над контролем независимо от аэрации.  

Установлено, что уровни NO-индуцированной  экспрессии гена aidB ( Ada- регу-
лон E.coli), контролируемой в клетках белком  анаэробиоза Fnr [4Fe-4S]2+,  пропорцио-
нальны скорости NO- донирования и абсолютно зависят от наличия MgSO4  в среде куль-
тивирования. 

Цитологические исследования показали преобладание  L- форм бактериальных 
клеток в вариантах с комплексной обработкой сульфатом магния и донором NO. В вари-
анте  с изучением донора цисаконита  ( ЦисА, рис.2) в комплексе с MgSO4  ( вар.6) уро-
вень биопленок в анаэробной среде соответствовал результату с моно обработкой клеток 
0.01 мМ ПАБК ( вар 3). Это подтверждает наши выводы о функциях ПАБК как ингиби-
торе ДНК SOS- ответа в E.coli.  

Наличие в популяции клеток в среде с MgSO4 большого количества филаментов 
– нитевидных клеток с нарушенной системой формирования клеточных стенок при де-
лении- есть  свидетельство избирательного  развития защитной системы ДНК-репараци-
онного SOS-ответа. Этот вывод согласуется  с результатами роста  уровней защитных 
биопленок антибиотикорезистентности в культуре клеток Pseudomonas sp. и наличием  
четкой корреляции этих показателей в вариантах с  обработкой клеток E.coli  ПАБК и 
комплексом  MgSO4 с донором оксида азота. 
 

Рис. 1 

 
Рис. 2 
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 Заключение 
Впервые установленные  в работе молекулярные механизмы функционирования 

ионов магния в формировании резистентности  клеточных систем  к главной иммунной 
молекуле NO расширит рамки понимания основ взаимодействия  между системами, бу-
дет способствовать развитию новых методов в NO -  иммунотерапии  и созданию стра-
тегии борьбы с инфекциями. В современных  условиях распространившейся антибиоти-
корезистентности, она в большинстве случаев является одним из ответов организма на 
окислительный стресс, вызываемый в аэробной среде оксидом азота. 
 
Литература  
 
1. Murad F. Discovery of some of the biological effects of nitric oxide and its role in cell 

signaling. Biosci Rep.1999; 19:133-154.Meunier B. Hybid molecules with a dual mode 
of action: dream or reality? Acc Chem Res 2007; 41(1):69-77; 

2. Ignarro LJ. Nitric oxide as a unique signaling molecule in the vascular system: a historical 
overview. J. Physiol Pharmacol 2002;   53:503-514 

3. Vanin A.F.Free radical nature of nitric oxide molecules as a determinant of their trans-
formation into nitrosonium cations in living systems. Biophysics Russ 2020; 65(3); 421-
438.                             

4. Vasilieva SV, Streltzova DA, Mikoyan VD. EPR characteristics of mononuclear Dinitro-
syl iron complexes with persulfide as a new representative of dinitrosyl iron complexes 
in biological systems:an overview. Appl. Magn. 2014 ; 45(4): 375-387 

5. Hickok J, Sahni S, Shen H, Arvind A, Antoniou C, Fung LWM, Thomas D.  Dinitro-
syliron complexes are the most abundant nitric oxide-derived cellular adduct: Biological 
parameters of assembly and disappearance. Free Radic Biol Med 2011;51(8):1558-1566 

6. Dodd E.L., Le Brun N.E. Probing the mechanism of the dedicated NO sensor [4Fe-4S] 
NsrR : the effect of cluster ligand environment. J. Inorg. Biochem. 252 (2024) 112457, 
p.1- https://doi.org/10.1016/j.jinorgbio.2023.112457  

7. Васильева С.В., Стрельцова Д.А., Мошковская Е.Ю. и др. Белок Fnr [4Fe-4S]2+ ре-
гулятор экспрессии гена aidB Escherichia coli при  анаэробном культивиолванииДо-
клады РАН 2010,433(3):410-413. 

8. Васильева С.В., Мошковская Е.Ю., Терехов А.С. и др. Генетическая активность NO 
содержащих соединений определяется комплексообразованием NO c клеточным 
железом.  Генетика 2006, 42 (7):                            

9. Minagawa J. et al., Identification and molecular characterization of the Mg2 stimulon of 
Escherichia coli. J. Bacteriol. 2003 

10. Sikdar R., Simmons A.R., Doerrier W.T. Multiple envelope stress response pathways are 
activated in an Escherichia coli strain with mutations in two members of the DedA 
membrane protein family. https://pubmed.ncbi.nlm.nih.gov/23042993/ / DOI   
10.`1128/JB.00762-12.   

11. Tiwari V. et al. Klebsiella pneumonia DedA family proteins have redundant roles in  
divalent cation homeostasis and resistance to phagocytosis. Microbiol Spectr., 2024  
Feb 6; 12(2)  . https://pubmed.ncbi.nlm.nih.gov/38214522//  
 
Сведения об авторах Information about author 
Васильева Светлана Васильевна. 
доктор биологических наук 
Зав. лабораторией теоретической гене-
тики, Институт биохимической физики им 
Н.М. Эмануэля РАН 
Москва, Россия 

 почта: svasilieva@sky.chph.ras.ru 

S.V.Vasilieva 
Doctor of Biological Sciences Laboratory of Theoretical Ge-
netics  
N.M. Emanuel Institute of Biochemical Physics RAS 
Moscow, Russia 
 E-mail:svasilieva@sky.chph.ras.ru 

https://doi.org/10.1016/j.jinorgbio.2023.112457
https://pubmed.ncbi.nlm.nih.gov/23042993/
https://pubmed.ncbi.nlm.nih.gov/


Секция 7. ОКСИД АЗОТА И ПРОДУКТЫ ЕГО МЕТАБОЛИЗМА В БИОЛОГИЧЕСКИХ СИСТЕМАХ 
 

 

Материалы конференции NT + ME`24. – ISBN 978-5-6044060-4-5                                      281  

УДК 577.151.04+577.152.313+546. ГРНТИ 31.27 
DOI 10.47501/978-5-6044060-4-5.281-284 
                                                                                                                         С. В. Васильеваa*, Н. А. Санинаb,  

                                       a*Институт Биохимической Физики  
им. Н.М. Эмануэля РАН,  

                                                                        b Федеральный исследовательский центр проблем  
химической физики и медицинской химии РАН, Россия 

               
 
 ИЗУЧЕНИЕ КОМПЛЕКСНОГО ОТВЕТА ТЕПЛОВОГО ШОКА И ОКСИДА 
АЗОТА НА РАЗВИТИЕ РЕЗИСТЕНТНОСТИ E.COLI К ОКИСЛИТЕЛЬНОМУ 
СТРЕССУ   
 Молекулярные основы формирования   комплекса универсальных  белков синтеза NO и  тепло-
вого шока БТШ ( HSP-70) у млекопитающих  в защите от окислительного стресса и геморра-
гического шока не установлены. На моделях E.coli  изучен суммарный  генетический  ответ на 
окислительный  стресс, вызванный  последовательным воздействием HSP-70, NO и 
H2S.Накопление в клетках  БТШ на 40-50% усиливало NO - экспрессию  генов ДНК  SOS-
репарационного ответа и на 19-30% регуляторной системы SoxRS. При последовательном раз-
витии теплового шока и обработке суммой  (NO+H2S )  превышение уровней экспрессии SoxRS 
регулона E.coli  было 3,7 – кратным    и более, чем  5 –кратным  – при  обработке клеток с 
учетом  БТШ. Антиоксидант пара-аминобензойная кислота  (ПАБК)  ингибировала развитие 
окислительного стресса во всех вариантах. Авторы рассматривают полученные  результаты 
как абсолютно приоритетные. 
 Ключевые слова : белки теплового шока БТШ; доноры NO и Н2S ; репарация ДНК. 
 
                                                                                                                           S.V. Vasilieva, N.A. Sanina 

                                                               a* N.M. Emanuel Institute of Biochemical Physics RAS, Russia 
                                                                                      b Federal Research Center of problems of Chemical  
                                                                                        Physics and Medicinal Chemistry RAS Russia   

 
 
COMPLEX FUNCTIONS OF HEAT SHOCK PROTEINS AND NITRIC OXIDE TO 
OXIDATIVE STRESS RESPONSE IN ESCHERICHIA COLI  
   This paper provides new data of current research of how Escherichia coli protect themselves 
against the heat shock (HSP) as well as the oxidative stress with NO and H2S as the primary 
sources of this stress in aerobic conditions. In molecular genetic bacterial models – the SOS 
DNA repair response and the SoxRS regulon - summary response to HSP and to gasotransmit-
ters NO and H2S were tested.  The levels by  sfiA gene ( the SOS response) and soxS gene ( the 
SoxRS pathway) expression increased  by several fold ( up to 3.7-5 ) in the complex cell treat-
ment, as compared with the mono cell  treatment with these agents. PABA- as an antioxidant -
inhibited the levels of the genes expression in all the variants. Our data received are absolutely 
new. 
Key words: heat shock proteins, NO and H2S- donating agents, DNA repair 
 

Введение 
Установлено, что тепловой шок у млекопитающих  это угроза жизни, связанная с  

системным воспалительным процессом и развитием синдрома дисфункции различных 
органов. Он приводит к  координированному синтезу  универсальных защитных белков 
теплового шока (БТШ), идентичных для всех биосистемам.  Крупные белки GroEL, 
GroES , DnaK  индуцируются и  в E.coli как при тепловом шоке, так и при действии раз-
личных окислителей, голодании и  УФ- излучении. БТШ  обладают значительным струк-
турным и функциональным сходством и обнаруживаются в клетках всех типов. БТШ  
HSP-70i индуцируется донорами NO во всех клетках. Взаимодействие индуцибельных 
ответов теплового шока (ОТШ ) с ДНК- репарационными ответами при избытке в клетке 
экзогенного NO ранее не изучалось. 

 Функции БТШ многообразны  Белок – шаперон теплового шока Hsp70- 
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регулирует NO- сигнальную трансдукцию, образуя комплекс с растворимой sGC  и  
участвуя в доставке гема в sGC-β1 субъединицу для формирования структуры  с NO [1]. 
Объем БТШ  E.coli DnaK  при оптимальной температуре составляет около 1,4% от об-
щего клеточного белка. Отсутствие в клетках защитного белка DnaK является  причиной 
генотоксичности 4-NQO и менадиона. 

Потенциальными мишенями в новейших терапевтических исследованиях  стали 
малые белки теплового шока-sHsps с молекулярной массой 12-43 кDa.  SHsps – это АТФ 
–независимые молекулярные шапероны – регуляторы систем жизнеобеспечения. Один 
из них Hsp27 –молекулярный шаперон - регулятор индуцибельного апоптоза и рези-
стентности при химиотерапии [2].  

В условиях стрессов - оксидативного либо теплового - в клетках  E.coli много-
кратно- до 160 мкM - возрастает концентрация  малых динуклеотидов –алярмонов, таких 
как  АррррА  (АрnА )[3].  Эти структуры  считались сигналами индукции стресса [4], 
однако впоследствии было установлено их  участие в  фосфорилировании. В E. coli АрnА 
ингибируют  активность белка DnaK в ответе теплового шока [5]. 

Сравнительное изучение комплекса БТШ , NO и H2S   в развитии  устойчивости 
к оксидативному стрессу в E.coli   ранее  не проводилось. 

 Цель работы  
Целью настоящей работы является изучение  влияния термической  предобра-

ботки клеток E.coli (и развитие в них БТШ )  на  суммарную   резистентность клеток к  
окислительному стрессу, вызванному повторной (основной) обработкой донорами NO и 
H2S. Термическая  предобработка клеток проводилась 15 мин при 43 С.  

 
Материалы и методы  
Донор оксида азота  c тиосульфатом- Na2[Fe2(S2O3)2(NO)4]∙4H2O (ТНКЖтио) син-

тезирован в ИПХФ РАН Н.А. Саниной. Позитивный контроль- экспрессия генов sfiA 
2,63 нМ 4НХО,  «Sigma», США и гена soxS –0,5 мМ менадионом («Serva», ФРГ). Хро-
моген -ONPG, «Sigma», США. ПАБК- производство России. 

В работе  изучены  бактериальные культуры, содержащие в геноме слитые опе-
роны: E. coli PQ37[sfiA::lacZ],  и TN530λφ(∆soxS'::lacZ). E.coli PQ37 от проф. Хофнунга 
( Институт Пастера, Франция) , а E. coli TN530- от T. Nunoshiba, Япония. 

Экспрессия генов sfiA и soxS  изучается опосредованно по активности фермента 
LacZ β- галактозидазы  в колориметрическом тесте  [6,7]. 

Показатели поглощения  измерены при λ = 600 нм и λ = 420 нм на спектрофото-
метре PD-303UV (Apel Co. Ltd, Япония ). 
Активность β-галактозидазы рассчитана по формуле:   (1000×OD420×V)/(OD600×t), 

 где OD420 и OD600 – величины поглощения при 420 и 600 нм,  соответственно, V 
– разведение, t – время инкубации с хромогеном, мин. 

 Результаты и обсуждение  
 На специально сконструированных клеточных  моделях E.coli впервые  изучен 

суммарный  вклад белков теплового шока БТШ ( предобработка) -на стресс, вызываемый 
«основной» обработкой окислительными агентами –донорами   NO и H2S. Индуциро-
ванные в клетке  БТШ на 40-50% усиливали NO - экспрессию  генов ДНК  SOS-
репарационного ответа и на 19-30%  гена soxS  в универсальной защитной  системе  
SoxRS от окислительного стресса. При последовательной обработке клеток : тепловая 
обработка →сумма генотрансмиттеров (NO+H2S )  превышение уровней экспрессии за-
щитного SoxRS регулона E.coli soxS  было 3,7 – кратным,  без учета  вклада БТШ,  и 
более, чем  5 –кратным  – при  обработке клеток с учетом влияния БТШ. 
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Рис. 1 Белки теплового шока  стимулируют экспрессию гена sfiA в E. coli PQ37, 
индуцированную NO и H2S 

 

 
 

Рис. 2. Белки теплового шока  стимулируют экспрессию гена soxS в E. coli TN530 
 

 Изучение модуляторных функций БТШ  в системах генетической защиты бакте-
риальных  мутантов  E.coli оксидом азота и сероводородом от окислительного стресса 
ранее не проводилось.  

 Но  в культуре клеток гепатомы H35 моно  доноры оксида азота ДНКЖ глу и др. 
вызывали индукцию различных БТШ с массой от 28 до 100 кДа [8], а 

функции белков БТШ E89, C45 и C40 в указанной работе изучены слабо. 
 В нашей работе антиоксидант пара-аминобензойная кислота  (ПАБК)  ингибиро-

вала  окислительный стресс во всех вариантах (Рис. 1,2). Внесение   ПАБК  в среду об-
работки  снижало уровень экспрессии гена sfiA на 37-47%, в сравнении  с NO- монооб-
работкой. Это согласуется с многочисленными  экспериментальными  свидетельствами 
С.В. Васильевой  [9] о регуляторной функции витамина ПАБК в ингибировании всего 
комплекса функций, составляющих глобальный индуцибельный ДНК SOS- репарацион-
ный ответ на повреждения структуры ДНК в E.coli. 
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альной NO-синтаз, конечных метаболитов NO, концентрации нитротирозина, битиро-
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Введение  

К настоящему времени в научной литературе накоплен большой объём экспери-
ментальных и клинических данных по оксиду азота (II), по его метаболизму, включая 
субстрат его синтеза, изоферменты, принимающие участие в биосинтезе – NO-синтазы 
(NOS), физиологические эффекты, а также патогенетические аспекты заболеваний, свя-
занных с нарушением его синтеза [1, с. 35].  

На сегодняшний день известны три изоформы NOS: нейрональная (nNOS) и эн-
дотелиальная (eNOS) экспрессируются конститутивно, в течение короткого времени в 
ответ на стимуляцию. Индуцибельная (iNOS) может экспрессироваться в течение доста-
точно долгого времени под действием эндотоксина, провоспалительных цитокинов и 
ряда других факторов [2, с.106]. Реализация биохимических эффектов NO может осу-
ществляться по следующим механизмам: цГМФ-зависимому, что характерно для кон-
ститутивных форм, и цГМФ-независимому, присущему iNOS: воздействие осуществля-
ется посредством образования ряда промежуточных соединений и продуктов их взаимо-
действия с белками. Так, при взаимодействии оксида азота с молекулой кислорода обра-
зуется реакционноспособное промежуточное соединение, а при его взаимодействии с су-
пероксид-анион радикалом (𝑂𝑂2−) оно преобразуется в активные формы азота, в том числе, 
пероксинитрит (ONOO−), который является мощным окислителем, нитрозилирует 
белки, вызывая развитие нитрозативного стресса [3, с.14]. 

Помимо самого NO, его конечные стабильные метаболиты (NO –2 +NO –3 = NOx) 
также рассматриваются в качестве сигнальных молекул и маркеров различной патоло-
гии, в том числе, и как новый фактор риска сердечно-сосудистых событий. Так, напри-
мер, появились данные, что NOx в высоких концентрациях могут восстанавливать уро-
вень NO при заболеваниях, связанных с его недостаточной генерацией или нарушенной 
биодоступностью; то есть, нитрат может выступать в качестве субстрата для дальней-
шего продуцирования NO [4, с. 398]. Таким образом, повышение циркулирующих NOx 
может явиться результатом адаптационных процессов, компенсирующих патологически 
недостаточный синтез активного оксида азота в организме [5, с.123].  
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Варикозное расширение вен нижних конечностей – одно из самых распространен-
ных заболеваний сосудистой системы человека. Этиология и патогенез болезни на про-
тяжении долгого времени служат предметом пристального внимания во всем мире и в 
настоящее время рассматривается далеко не единственная теория его развития. Так, из-
вестна взаимосвязь варикозной болезни с генетикой, например, с полиморфизмом гена 
FOXC2 (forkhead box C2), мутации в котором связаны с нарушением развития клапанов 
поверхностных и глубоких вен [6, с. 9]. Также варикозная болезнь связана с гиперэкс-
прессией гена, кодирующего антиапоптотический белок BCL2, что вызывает изменение 
пропорционального уровня индукторов и ингибиторов апоптоза. Еще одной из генети-
ческих причин может явиться подавление экспрессии генов, кодирующих белки NELIN 
и SM22α (TAGLIN) - маркеры ранней дифференцировки гладкомышечных клеток, что 
приводит к фенотипической трансформации гладкомышечных клеток [7, с. 849].  

Активно изучаются молекулярные механизмы трансформации венозной стенки. 
Это и гипоксия, провоцирующая секрецию фактора HIF-1α, контролирующего процессы 
ремоделирования через TGF-ß и VEGF; это и деградация внеклеточного матрикса, обу-
словленная изменением активности ферментов триптазы II (TPSB2), лизил-оксидазы 
(LOXL1), дисбалансом металлопротеиназ (ММР) и их ингибиторов (TIMP1 и TIMP2). 
Это и индукция МСР-1 (белок хемоаттрактант моноцитов 1), стимулирующего пролифе-
рацию гладкомышечных клеток. Повреждение эндотелия венозной стенки также приво-
дит к секреции им факторов роста (тромбоцитарного фактора роста PDGF и фактора ро-
ста фибробластов aFGF) [8, c.40-42].  

Одним из значимых механизмов трансформации венозной стенки является сни-
жение активности эндотелиальной синтазы азота (eNOS) в условиях так называемого 
сдвигового напряжения, формирующегося в результате недостаточности клапанов. Ок-
сид азота, образующийся при ее функционировании, является естественным ингибито-
ром пролиферации гладкомышечных клеток, а его недостаток ведет к структурной пере-
стройке венозной стенки, и к переключению фенотипа клеток с сократительного на сек-
реторный [9, с.73]. В связи с тем, что для данной патологии в современной научной ли-
тературе работы, описывающие связи с системой оксида азота, практически не встреча-
ются, мы и решили провести настоящее исследование. 

Цель работы: оценить уровень NO-синтаз и показателей нитрозативного стресса: 
нитротирозина, битирозина, конечных стабильных метаболитов оксида азота у пациен-
тов с варикозной болезнью нижних конечностей. 

Материалы и методы. Исследование одобрено на заседании ЛЭК ФГБОУ ВО 
РязГМУ Минздрава России, протокол № 9 от 15.04.2020. В исследовании участвовали 30 
пациентов с диагнозом варикозная болезнь нижних конечностей. В контрольную группу 
вошли 30 здоровых лиц. В качестве материала для исследования послужила сыворотка 
крови. После однократного забора крови у пациентов и доноров, который осуществлялся 
утром после 12-часового голодания, кровь центрифугировали и хранили при темпера-
туре минус 20оС не более 2-х месяцев. 

В работе использовались следующие методы исследования: количественное 
определение NO-синтаз проводили сэндвич-методом ИФА на иммуноферментном ана-
лизаторе Stat Fax 2100 (microplate reader) (Awareness technology Inc., США). Результаты 
выражали в нг/мл. Количественное определение нитротирозина проводили с использо-
ванием конкурентного ИФА с последующей детекцией на иммуноферментном анализа-
торе Stat Fax 2100 (microplate reader) (Awareness technology Inc., США). Результаты вы-
ражали в нг/мл. 

Конечные стабильные метаболиты оксида азота (нитраты и нитриты) определяли 
по методу Метельской В.А.Метод основан на восстановлении NO–3 до NO–2 хлоридом 
ванадия (III) с последующим спектрофотометрическим определением нитрата по 
окраске в реакции диазотирования нитритом сульфаниламида, входящего в состав реак-
тива Грисса. Интенсивность окраски определяли в видимой области спектра с 
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регистрацией на микропланшетном анализаторе StatFax 2100 (microplate reader) 
(Awareness Technology Inc., США) при длине волны 540 нм. Результаты выражали в 
мкмоль/мл сыворотки крови. 

Образование битирозина регистрировали по интенсивности флуоресценции в 
фосфатном буфере (рН 7,4) на спектрофлуориметре «Shimadzu RF-6000» (Япония) при 
длине волны возбуждения λext=325 нм и длине волны испускания λEm=415 нм. Полу-
ченные результаты выражали в единицах флуоресценции на мл сыворотки. 

Результаты обрабатывали методами непараметрической статистики с использова-
нием программ Microsoft Office Excel 2016 и IBM SPSS Statistics 26 (StatSoftInc., США). 
Нормальность распределения выборки оценивали по критерию Колмогорова-Смирнова. 
Для определения статистической значимости различий непрерывных величин использо-
вали U-критерий Манна-Уитни. Различия между показателями считались статистически 
значимыми при р ≤ 0,05.  

Полученные результаты. В процессе исследования были получены следующие 
результаты. Уровень индуцибельной iNOS в сыворотке крови пациентов с варикозной 
болезнью нижних конечностей был статистически значимо выше, чем у здоровых доно-
ров. Уровень eNOS не отличался у пациентов с варикозом и здоровых доноров (Рис. 1).  

 

 
 

Рис.1 Изменение концентрации индуцибельной и эндотелиальной NOS у пациентов с варикозной болезнью 
нижних конечностей, по сравнению с группой контроля, нг/мл 

*статистически значимые отличия от контрольной группы (p<0,05) 
 

Известно, что при нормальной скорости тока крови касательное напряжение сти-
мулирует экспрессию и активацию eNOS, которая, в свою очередь, ингибирует проли-
ферацию гладкомышечных клеток, способствуя их релаксации [10, с. 89]. Соответ-
ственно, снижение активности eNOS в участках замедленного тока крови, который 
наблюдается в участках расширенных вен, может препятствовать синтезу NO и реализа-
ции его эффектов. Мы не отметили изменения уровня eNOS, вероятно потому, что отме-
чается изменение напряжение сдвига, и эндотелий реагирует нарушением активации 
данного фермента.  

Уровень нитротирозина был выше на 10 %, чем в группе контроля, что не явилось 
статистически значимым. Известно, что повышение уровня нитротирозина в сыворотке 
крови является результатом воздействия пероксинитрита, и связано с риском развития 
ряда заболеваний, в том числе, сердечно-сосудистых, почечной недостаточности и онко-
логических заболеваний [11, с.97]. В научном сообществе в настоящее время нет единого 
взгляда на уровень нитротирозина в плазме крови. Есть мнение, что нитротирозин явля-
ется маркером генерации активных форм азота при ряде клинических состояний; при 
этом, одни исследователи отмечают повышение данного показателя у пациентов с раз-
личной патологией, другие детектирует снижение его уровня ниже контрольной группы. 

Известно, что основное количество нитротирозина преобразуется в 3,3- 
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дитирозин (битирозин), образование которого превалирует над нитротирозином при 
длительном воздействии активных форм азота (АФА), вследствие чего он используется 
в качестве маркера нитрозативного стресса [12, с.8]. В нашем исследовании мы получили 
повышение битирозина в сыворотке крови пациентов с варикозной болезнью нижних 
конечностей по сравнению со здоровыми донорами на 75%, но данное повышение не 
явилось статистически значимым. 

Концентрация конечных стабильных метаболитов оксида азота (NO –2 +NO –3 = 
NOx) в сыворотке крови пациентов с варикозом составила 89,8 мкмоль/л, что в 2 раза 
превысило данный показатель в группе контроля и явилось статистически значимым 
(Рис.2).  

 
Рис.2 Изменение концентрации конечных стабильных метаболитов оксида азота у пациентов с вари-

козной болезнью нижних конечностей, по сравнению с группой контроля, нг/мл 
*статистически значимые отличия от контрольной группы (p<0,05) 

 
Повышенный уровень NOx, который мы получили в нашем исследовании, веро-

ятно, ассоциирован с дисбалансом вследствие нарушения эндотелиальной функции, раз-
вившейся у пациентов с варикозной болезнью; также он может быть связан с увеличе-
нием активности iNOS, синтез которой стимулируется при веноспецифическом воспале-
нии. И, вероятно, повышенный уровень конечных метаболитов NO может служить ис-
точником выработки новых молекул NO, предотвращая усугубление нитрозативного 
стресса у пациентов с варикозным расширением вен нижних конечностей, как адаптив-
ный процесс при данной патологии. 
Выводы. Авторы считают, что в данной работе новыми являются следующие положе-
ния: варикозное расширение вен нижних конечностей ассоциировано с повышением по-
казателей нитрозативного стресса: нитротирозином, битирозином и конечными метабо-
литами оксида азота (II) в сыворотке крови. При этом уровень эндотелиальной NO-
синтазы не отличается у пациентов и доноров; уровень индуцибельной NO синтазы по-
вышен по сравнению с группой контроля, что может свидетельствовать о вовлечение 
данного фермента в развитие нитрозативного стресса при варикозной болезни.  
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ОКСИД АЗОТА И АСКОРБИНОВАЯ КИСЛОТА В МАКРОФАГАХ 
Исследовано влияние аскорбиновой кислоты (АК) на процесс образования оксида 
азота в перитонеальных макрофагах мышей. Методами ЭПР- и УФ-спектроскопии  
было зарегистрировано значительное повышение образования оксида азота в 
инкубированной при комнатной температуре суспенизии макрофагов с АК.  
Ключевые слова: оксид азота, аскорбиновая кислота, перитонеальные макрофаги, 
метод ЭПР, УФ-спектроскопия. 
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NITRIC OXIDE AND ASCORBIC ACID IN THE MACROPHAGES 
The effect of ascorbic acid (AA) on the formation of nitric oxide in mouse peritoneal macro-
phages was studied. ESR and UV spectroscopy revealed a significant increase in nitric oxide 
formation in a suspension of macrophages with AA incubated at room temperature.  
Key words: nitric oxide, ascorbic acid, peritoneal macrophages, ESR method,  UV spectros-
copy. 

Введение.    
Активированные макрофаги , культивируемые совместно с опухолевыми клет-

ками-мишенями, убивают клетки-мишени [1]. И агентом, ответственным за гибель опу-
холевых клеток, является синтезируемый макрофагами (МФ) оксид азота (NO). Участие 
NO в цитотоксической активности макрофагов по отношению к опухолевым клеткам 
было одним из первых функциональных свойств, описанных для этой молекулы [2-5]. 
Было показано, что ингибирование синтеза NO в макрофагах проводит к снижению про-
тивоопухолевой сопротивляемости организма и установление этого основного факта 
внесло огромный вклад в расширение исследований, связанных с образованием и функ-
цией NO в норме и при патологии. И хотя имеются разнообразные, иногда и противоре-
чивые данные о роли NO в развитии опухолей, всё же определённо установлено, что NO, 
синтезированный лейкоцитами и макрофагами, играет основную роль в их способности 
уничтожать опухолевые клетки [4-8]. 

Было показано, что поддерживаемая продолжительная продукция NO в макро-
фагах обеспечивает их  цитостатическую/цитотоксическую активность  не  только по от-
ношению к опухолевым клеткам, но и в отношении вирусов, бактерий, грибков, простей-
ших, гельминтов [9].   

Было установлено на клеточных линиях  и линиях мышей, что  резистентность к 
микробам часто связана с экспрессией индуцируемой NO-синтазы (iNOS). Более прямое 
доказательство роли iNOS было получено вначале Hibbs J. и его коллегами а затем и 
многими другими исследователями. Они использовали ингибиторы iNOS и показали, что 
ингибиторы ухудшают течение болезней, вызванных множеством вирусов и бактерий. 
Были установлены механизмы действия оксида азота - это ингибирование  дыхания ми-
тохондрий (МХ)и синтеза ДНК, потеря железа клетками, ингибирование ферментов, 
участвующих в цикле Кребса. 

Очевидно, что NO не единственный антипатогенный эффектор иммунной за-
щиты, но в значительном большинстве случаев  он является либо индуктором, либо ис-
полнителем бактерицидной программы.  Поэтому повышение синтеза NO в клетках им-
мунной системы имеет важное значение для повышения устойчивости организма к  ин-
фекционным заболеваниям, и, возможно, исходя из данных литературы, и профилактике 
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опухолевых заболеваний. 
 Были сообщения, что в ряде клеток синтез NO может быть повышен под дей-

ствием АК. Исследования влияния АК на  активность синтеза  NO в клетках немного-
численны и данные достаточно противоречивы. Так  в работе [10] была исследована роль 
АК на индукцию iNOS и синтез NO в макрофагах мышей линии RAW 264.7 и было уста-
новлено, что АК не повышала и не снижала экспрессию белка iNOS в этих клетках в 
отличие от сообщения, что АК усиливала индукцию  белка в макрофаго-подобной кле-
точной линии  J 774.1. В работах [11-12] сообщалось об увеличении продукции  NO в 
эндотелиальных клетках, лейкоцитах  животных и человека, клетках E. Coli. Эта проти-
воречивость данных может зависеть от вида клеток.  

В настоящей статье приведены данные, которые показывают, что в перитонеаль-
ных макрофагах мышей линии SHK количество синтезируемого NO может быть значи-
тельно увеличено под действием АК.  

Материалы и методы.  
Перитонеальные макрофаги выделяли стандартным способом вымывания содер-

жимого брюшной полости мышей линии SHK (The SHK male mice Swiss-H mice from 
nursery Kriukovo, Russia)  0,9% раствором NaCl. Собранные клетки дважды промывали 
тем же раствором и центрифугировали при 250 g в течение 10 мин. Осадок суспендиро-
вали в физрастворе. Концентрация клеток составила 2х109 в 1 мл. Для питания клеток 
добавляли 2% р-р сывротки крупного рогатого скота (КРС) (Biowest, France). Суспензию 
макрофагов делили на 2 части. К одной части добавляли раствор АК (АК фирмы Sigma) 
в трис-НCl буфере с рН 7. Концентрация АК в суспензии МФ составляла 9-10 мМ.    Вто-
рая часть с  добавленным трис-HCl буфером использовалась в качестве контроля. Сус-
пензии МФ с АК и без неё инкубировали при комнатной температуре. Через 20  и 48 
часов инкубации отбирали пробы надосадочной жидкости и измеряли поглощение на 
спектрофотометре “Shimadzu” (Япония).   

Для ЭПР исследований в качестве ловушки NO добавляли раствор Hb в концен-
трации 10-5 М. Через определенные времена инкубации растворов отбирали пробы и го-
товили образцы в виде столбиков в тефлоновых трубочках диаметром 3 мм и высотой 30 
мм, замораживали их при температуре жидкого азота. Далее образцы освобождали от 
тефлоновых тубочек и получали образцы суспензии макрофагов, замороженные при тем-
пературе жидкого азота, в виде столбиков диаметром 3мм и высотой 30 мм. 

Спектры ЭПР приготовленных образцов  регистрировали на спектрометре ESР-
300 фирмы «Bruker-Analitishe-Messtechnik» (Германия), при температуре жидкого 
азота. 

Результаты.  
Макрофаги грызунов (МФ) были одними из первых типов клеток, для которых 

было показано образование оксида азота (NO) из L-аргинина с участием индуцируемого 
фермента NO-синтазы (iNOS). В ответ на введение липополисахаридов (ЛПС) с гамма-
интерфероном или без него эти клетки синтезировали мРНК iNOS и сам фермент. При 
этом было обнаружено накопление значительного количества нитритов и нитратов [1]. 
Но оказалось, что выделенные стандартным способом перитонеальные МФ, инкубируе-
мые при комнатной температуре, без дополнительного стимулирования также могут син-
тезировать незначительное количество NO, которое можно было обнаружить по появле-
нию нитритов и нитратов, являющихся стабильными продуктами окисления NO и реги-
стрируемых методом УФ-спектроскопии при поглощении 330-340 нм. Эта способность 
МФ была использована в настоящей работе для изучения влияния АК на синтез NO в 
этих клетках. В качестве методов регистрации NO, образующегося в суспензии МФ, ин-
кубирванных при комнатной температуре в присутствии АК и без неё, использовали ме-
тоды УФ- и ЭПР спектроскопии. При исследовании обрзования NO методом ЭПР в ка-
честве ловушки NO использовали Hb, который имеет высокое сродство к NO, и при вза-
имодействии с ним образует стабильные нитрозильные комплексы Гем- NO (НК Гем-
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NO), которые обусловливают хорошо известный сигнал ЭПР – широкий синглет с g-
фктором 2,02 и характерным триплетным расщеплением 17 Гс при g-факторе 2,01. 

Cпектры ЭПР образцов cуспензии перитонеальных макрофагов (МФ) мышей, ин-
кубированных, в присутствии АК (10мМ), (рис.1.1) и без нее (рис. 1.2). показаны на рис. 
1. Сравнивая спектры на рис. 1.1 и 1.2, можно видеть, что в образцах МФ, инкубирован-
ных с АК в течение 48 часов, наблюдается  интенсивный сигнал ЭПР, в образцах без АК 
сигнал незначительной интенсивности. Сигнал ЭПР в образцах МФ, инкубированных с 
АК обусловлен, нитрозильными комплексами НК Гем-NO, и появление его указывает на 
образование оксида азота в исследуемых клеточных системах.  
 

 
 
Рис. 1. Спектры ЭПР образцов суспензии перитонеальных макрофагов, инкубированных в течение 48 ч при 

комнатной температуре: 1- в присутствии АК (10 мМ в 0,01 М трис-буфере); 2 – без добавления АК (0,01 М 
трис-буфере). Условия регистрации спектров: мощность СВЧ 20 мВт, амплитуда модуляции магнитного 

поля 5 Гс, температура измерения 77 К. 
         На рис. 2. показано изменение интенсивности сигнала ЭПР в суспензии МФ, ин-
кубированных в течение 20 и 48 ч как в присутствии АК, так и без неё.  
К 48 ч интенсивность сигнала ЭПР НК Гем-NO а, следовательно, и количество обра-
зовавшегося NO, в образцах, инкубированных с АК  более, чем втрое превышали ин-
тенсивность этого сигнала в образцах без АК.  Количественная оценка показала, что 
в этих условиях к 48 часам под действием АК в  макрофагах вырабатывается не менее 
1,5х109 молекул NO на каждую  клетку.         

 
Рис. 2. Изменение интенсивности сигналов ЭПР образцов суспензии перитонеальных макрофагов, инкубиро-

ванных в течение 20 и 48 ч при комнатной температуре: в присутствии АК и без добавления АК. 
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Были исследованы также спектры оптического поглощения надосадочной жидко-
сти суспензий МФ, инкубированных при комнатной температуре в течение 48 час как с 
АК, так и без нее. В образцах, инкубированных в присутствии АК регистрировалось по-
глощение в области 330-340 нм в среднем в 2-2.5 большее, чем в образцах надосадочной 
жидкости макрофагов, инкубированных без АК. Инкубационная среда состояла из трис-
буфера с добавлением 2% сыворотки КРС в контрольных образцах, в опытных образцах 
дополнительно добавлялись АК или АК + L-аргинин – все в трис-буфере. В спектрах 
поглощения  надосадочной жидкости макрофагов, инкубированных в присутствии АК с 
добавлением L-аргинина (10 -3 мМ), субстрата NO-синтазы и дополнительного источника 
NO,  величина поглощения (и, следовательно, количество образовавшегося нитрита) 
была выше, чем в образцах макрофагов, инкубированных только с АК.  

Обсуждение. Полученные данные показали, что АК способна значительно увели-
чивать синтез оксида азота в перитонеальных макрофагах и, следовательно, активиро-
вать NO-синтазу. Методом ЭПР после 48 ч инкубации МФ с АК было зарегистрировано 
количество образующегося NO более чем в 3 раза выше, чем в образцах, инкубирован-
ных без АК. Количественная оценка показала, что каждая клетка МФ в условиях экспе-
римента за 48 часов могла синтезировать до 1,5х109 молекул NO. По спектрам поглоще-
ния было зафиксировано меньшее увеличение синтеза NO, чем методом ЭПР. Это свя-
зано с тем, что в опытах ЭПР все образующиеся молекулы NO акцептируются Hb, а в 
опытах УФ- спектроскопии пока не израсходована вся АК в суспензии, образовавшийся 
нитрит частично разлагается под действием АК по схеме 1. 

Для того, чтобы получить ответ о механизмах действия АК, необходимы дальней-
шие исследования. Тем не менее, по полученным и имеющимся в литературе данным, 
можно сделать наиболее вероятное предположение, что   АК принимает участие в вос-
становлении кофакторов iNOS. iNOS – тщательно регулируемый фермент и для нормаль-
ного функционирования этого фермента необходимы 6 кофакторов: FMN, FAD, NADH, 
BH4,  NADPH и связанный с активным центром кальмодулин. При этом, ключевым ко-
фактором iNOS является тетрагидробиоптерин (ВН4). 

Предположение основано на имеющихся в литературе данных об увеличении со-
держания НАДФН под действием АК и об участии её в поддержании ВН4  в восстанов-
ленном состоянии. АК необходима, чтобы предотвращать необратимое окисление клю-
чевого кофактора NO-синтазы тетрагидробиоптерина ВН4 ,   в дигидробиоптерин  BH2  и 
тем самым поддерживать активность iNOS. Действительно, в работах [10,12-13] приве-
дены экспериментальные данные, свидетельствующие о том, что повышенная актив-
ность iNOS связана с поддержанием  в восстановленном состоянии ключевого кофактора 
iNOS – тетрагидробиоптерина. 

Также были получены данные о том ,что АК не влияет на экспрессию iNOS, ко-
торые также  подтверждают предположение об участии её как восстановителя  кофакто-
ров iNOS. В пользу этого предположения косвенно свидетельствуют и данные о функ-
ционировании в МФ цикла синтеза NO и аргинина, так как при активной работе цикла 
потребность в ВН4 значительно возрастает [14-15].         Ранее уже были  сообщения о 
стимулировании образования NO аскорбиновой кислотой в иммунокомпетентных клет-
ках - лейкоцитах  животных и человека и некоторых видах макрофагов. 

Мы полагаем, что этот эффект играет основную роль в стимулировании аскорба-
том иммунной системы человека. При бактериальной и вирусной инфекции происходит 
как индуцирование iNOS, так и индуцирование гуморальных факторов – цитокинов. Ци-
токины активируют образование NO в лейкоцитах и макрофагах. NO, ингибируя дыха-
тельные системы и синтез ДНК в клетках-мишенях (патогенных бактериях, опухолевых 
клетках) тормозит  размножение их и способствует гибели этих клеток. АК, содержание 
которой в лейкоцитах и МФ  высокое, усиливает процесс выработки NO. Но АК при этом 
расходуется, поэтому для поддержания способности лейкоцитов и МФ синтезировать 
NO, следует поддерживать достаточный уровень АК в организме. 
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О связи иммунной системы животных с АК, свидетельствует и тот факт, что при 
неблагоприятных воздействиях у животных, которые сами способны синтезировать АК, 
сразу же повышается синтез АК, т.е. потребность в этом витамине возрастает в не-
сколько раз. То, что АК способна поддерживать иммунную систему организма человека, 
известно уже в течение многих лет. Особенно эффективным, оказалось использование 
АК в профилактике и борьбе с простудными заболеваниями. Но механизм действия АК 
и ее участия в антибактериальном действии  был непонятен ранее.   

Мы полагаем, что установленный нами в настоящей работе эффект увеличения 
синтеза оксида азота под действием АК в перитонеальных макрофагах, а также получен-
ные  в последние два десятилетия нами и рядом других исследователей, и описанные 
выше, данные о повышении продукции  оксида  под действием АК в иммунокомпетент-
ных клетках, является основным в наблюдаемом на практике профилактическом и ле-
чебном действии этого соединения, по крайней мере, при простудных заболеваниях.    
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Ключевые слова: нейроонкология, прогноз исхода хирургического вмешательства, количе-
ственная  электроэнцефалография. 
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PERSONALIZED PREDICTION OF SURGICAL OUTCOMES IN PATIENTS WITH 
TUMORS OF DIENCEPHALIC AND SUPRASELLAR LOCALIZATION 
The article presents an original method for personalized predicting surgical outcomes in pa-
tients with tumors of diencephalic and suprasellar localization based on a clinical and epidemio-
logical approach and the use of intelligent analysis (Data Mining) of clinical and electroenceph-
alographic data. Use of the  methods allowed us to programmatically select nosologically spe-
cific test for making surgical outcome prognosis, including sensitivity and specificity calcula-
tions.  
Keywords: neurooncology, surgical outcome prognosis, qualitative electroencephalography.   

 
Введение. Работа посвящена проблемам прогнозирования  исходов операций у боль-

ных с новообразованиями диэнцефальной и супраселлярной локализации. Совершенство-
вание оперативных вмешательств по удалению этих новообразований позволило достичь 
значительных успехов, однако, частота нарастания послеоперационных клинических нару-
шений остается еще высокой [1-3]. Повышение эффективности лечения этого контингента 
больных имеет существенную медицинскую, социальную и экономическую значимость. 
Прогнозирование исхода оперативного вмешательства  ранее осуществлялось  только на 
основе экспертных оценок [3]. Возрастающее значение в персонифицированном прогнози-
ровании исходов операций  имеет использование современных математических методов об-
работки данных,  в том числе интеллектуального анализа (Data Mining) [4,5]. По данным 
мировой литературы мало исследований, посвященных прогнозированию исхода операции 
у этой категории, а работ на основе клинико-эпидемиологического подхода и применения 
интеллектуального анализа данных (Data Mining) не представлено. 

Цель работы. Повышение точности персонифицированного прогнозирования ис-
хода операции у больных с разными нозологическими формами новообразований 
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диэнцефальной и супраселлярной локализации на основе клинико-эпидемиологического 
подхода и применения интеллектуального анализа (Data Mining) клинических и электроэн-
цефалографических (ЭЭГ) данных.  

Материалы и методы. В ходе работы было обследовано 416 пациентов, из них 370 
с новообразованиями диэнцефальной и супраселлярной локализации - нейроэпителиаль-
ными опухолями разных отделов III желудочка (дна, передних и задних отделов, крыши, 
распространенными с неизвестной исходной зоной роста, тампонирующими его полость), 
зрительных бугров, опухолями шишковидной железы (паренхимы и герминативно-клеточ-
ных), внемозговыми опухолями (эндо-супраселлярными аденомами гипофиза, супрасел-
лярными и экстра-интравентрикулярными краниофарингиомами, менингиомами бугорка 
турецкого седла), а также коллоидными кистами III желудочка. Пациенты были опериро-
ваны в ФГАУ «НМИЦ нейрохирургии им. ак. Н.Н. Бурденко» Минздрава России.  Из вклю-
ченных в исследование было 184 мужчин и 186 женщин в возрасте от 17 до 55 лет (средний 
возраст 40 ±15,6 лет). 

Проведено наблюдательное продольное, проспективное, одноцентровое когортное 
исследование и по типу «случай-контроль». Использовали оригинальные методики на ос-
нове клинико-эпидемиологического подхода и модифицированного алгоритма ассоциатив-
ных правил из арсенала интеллектуального анализа данных (Data Mining). Статистический 
анализ данных осуществлялся с помощью пакета «Statistica 6,0» (StatSoft, Inc., США). Ста-
тистическая обработка данных проводилась с помощью методик, включающих в себя де-
скриптивную статистику, непараметрический корреляционный анализ (коэффициент ран-
говой корреляции Спирмена), U-тест Манна-Уитни, метод Уилкоксона, критерий χ2 Пир-
сона и другие. Использованы клинический, нейровизуализационный, морфологический и 
ЭЭГ-методы. 

Больным проведено комплексное исследование, включающее клинические и инстру-
ментальные методы в до- и раннем послеоперационном периодах. Конечной точкой иссле-
дования являлся клинический статус пациента к завершению раннего послеоперационного 
периода. 

Расчет индивидуальных и групповых аномальностей ЭЭГ-индикаторов. Сначала пу-
тем обработки 50 записей ЭЭГ здоровых испытуемых для каждого индикатора были по-
строены эмпирические распределения и вычислены их 5- и 95-процентили. Затем для ЭЭГ-
записей больных были рассчитаны численные ЭЭГ- индикаторы. Для ЭЭГ-индикаторов 
строили эмпирические их распределения и определяли 5 и 95 процентили. Выход значения 
ЭЭГ-индикатора за пределы этого интервала являлся критерием его аномальности. Значе-
ния ЭЭГ-индикаторов устанавливались следующим образом. Сначала путем обработки 
ЭЭГ- записей для каждого индикатора были построены эмпирические распределения и вы-
числены его 33- и 67-процентили. Затем для всех сегментов ЭЭГ-записей больных были 
рассчитаны ЭЭГ-индикаторы с присвоением значений «ниже нормы», если большинство 
значений сегментов было меньше 33-процентиля, и аналогично «выше нормы», если - 
больше 67-процентиля. Уровень значимости принимается равным 0,05. Затем для каждого 
больного были рассчитаны наборы спектральных показателей, число которых равнялось 
числу сегментов в ЭЭГ-записи (4–6).  

Аномальности ЭЭГ-индикаторов кодировались префиксами их наименований: «+», 
если их значения были выше, и «-», если ниже нормы. ЭЭГ-индикаторы со значениями, 
значимо не отличающимися от «нормы», не представляли интерес и поэтому отбрасыва-
лись. В результате дискретизации значений ЭЭГ-индикаторов числовые значения преобра-
зовывались в порядковые. С учетом того, что каждый ЭЭГ-индикатор расщеплялся на два 
- «ниже нормы» и «выше нормы», всего получили 2070 значений ЭЭГ-индикаторов в ито-
говой таблице. Групповые аномальности ЭЭГ-индикаторов (ЭЭГ-типы) рассчитывали на 
основе факторного анализа. Общие факторы определяли не менее 70% дисперсии различа-
ющихся признаков в группах.  

Для решения дифференциально-диагностических и прогностических задач была 
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разработана специальная методика на основе модели клинической эпидемиологии «Тест-
Болезнь» с использованием модифицированного алгоритма ассоциативных правил из арсе-
нала интеллектуального анализа данных (Data Mining), которая позволила выделить крите-
рии - тесты. В качестве «тестов», как это трактуется в клинической эпидемиологии, рас-
сматривались сочетания типичных, часто встречающихся признаков и атипичных, практи-
чески не встречающихся при верифицируемом диагнозе или исходе операции.  

Для расчётов тестов все данные приводили к номинальной шкале и сводили в еди-
ную базу данных. С использованием программы осуществляли распределение всех боль-
ных по ответу на тест. Он считался положительным, если все его признаки имелись у паци-
ента, и отрицательным – в противном случае. Первоначально выявлялись кандидаты в тест, 
производилась их оценка и верификация. Затем вычислялся оптимальный дифференци-
ально-диагностический тест (наиболее специфичный и достаточно чувствительный) с рас-
четом чувствительности, специфичности, апостериорной вероятности клинической ситуа-
ции, ошибок I и II родов и 95% доверительных интервалов их выборочных значений (уро-
вень статистической значимости принимался р ≤ 0,001).  

Были вычислены клинические, ЭЭГ- и прогностические тесты исходов операций для 
больных с разными нозологическими вариантами новообразований.  

Критериями оценки эффективности операций служили клинические исходы: «бла-
гоприятный» - ненарастание и/или регресс симптомов, «неблагоприятный» - нарастание 
и/или появление симптоматики с компенсацией состояния или летальным исходом. Вари-
ант исхода операций устанавливался на основании объективных данных и фиксировался в 
историях болезни (учетная форма 066у/-02) на момент окончания раннего послеоперацион-
ного периода (день выписки из клиники, в среднем 7-30 суток). При этом анализировались 
как факторы риска, связанные с исходным состоянием больного (клинические и паракли-
нические данные), так и осложняющие факторы, которые могут выявиться или возникнуть 
во время проведения оперативного вмешательства, т.е. интраоперационные данные (злока-
чественность опухоли, кровотечение, нестабильная гемодинамика, длительность опера-
ции).  

Результаты. Из общей базы клинических и параклинических данных (включая ано-
мальности ЭЭГ-индикаторов и интраоперационные данные) были вычислены прогностиче-
ские  тесты   неблагоприятного исхода операций у больных с разными  нозологическими 
формами новообразований (таб.1).   

Таблица 1 - Прогностические тесты неблагоприятного исхода операций у больных с новообразованиями 
диэнцефальной и супраселлярной локализации 

Нозологические формы 
новообразований 

Прогностический тест небла-
гоприятного исхода операции 

Средние выборочные  значе-
ния и их 95% ДИ 

Чувств. (Se) Специф.(Sp) 

Нейроэпителиальные 
дна III желудочка 

-t(F3-Pz) & +d(C4-Fp1) & -a(F7-
O1) & +b(C3-T6) 

1,000 (1,000- 
1,000) 

1,000 (1,000- 
1,000) 

Нейроэпит. передних от-
делов III желудочка 

-b(Cz-Fp1) & -a(T5-T6) & -aMO2 1,000 (1,000- 
1,000) 

1,000 (1,000- 
1,000) 

Нейроэпителиальные  
задних отделов III желу-
дочка 

+t(T4-T6) & +d(F7-T6) & -t(C4-
P3) & +a(O1-P3) & +bMFp1 & 
+b(P3-T6) 

1,000 (1,000- 
1,000) 

1,000 (1,000- 
1,000) 

Нейроэпитиальные  
крыши III желудочка 

-a(Fp2-P4) & -t(F3-O1) & -t(F3-
T5) & +t(T3-T6) & +b(Fp2-T5) 

1,000 (1,000- 
1,000) 

0,938 (0,813- 
1,000) 

Нейроэпителиальные 
полости III желудочка 

+d(F3-T6) & -a(C4-F4) & +d(F4-
Fp2) & +d(Cz-T6) & +b(O2-Pz) 

0,900 (0,700- 
1,000) 

1,000 (1,000- 
1,000) 

Нейроэпит. правого зри-
тельного бугра 

+d(P4-T4)& +d(Pz-T3) 1,000 (1,000- 
1,000) 

1,000 (1,000- 
1,000) 

Опухоли паренхимы 
шишковидной железы  

-a(F8-T5) & -a(P4-Pz) & -a(C3-
F3) & -t(F3-F4) &+bMF7  

0,900 (0,700- 
1,000) 

1,000 (1,000- 
1,000) 
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Нозологические формы 
новообразований 

Прогностический тест небла-
гоприятного исхода операции 

Средние выборочные  значе-
ния и их 95% ДИ 

Чувств. (Se) Специф.(Sp) 

Аденомы гипофиза, гор-
монал. активные  

+t(P3-Pz) & -t(T4-T5) & +bKP4 
& -b(F7-F8) 

1,000 (1,000- 
1,000) 

1,000 (1,000- 
1,000) 

Аденомы гипофиза, гор-
монально неактивные 

-a(Cz-T6) & -a(F3-F8) & -a(Fp2-
P4) & -a(F3-Fp2) & -a(F8-T4) & -
a(F3-T5) & -t(C4-Pz )& -d(C3-Pz 
)& -a(F4-Fp2) & -a(Fp2-T6) & -
t(Pz-T3) & +d(F7-T6) 

0,944 (0,833- 
1,000) 

0,917 (0,792- 
1,000) 

Супраселеллярные  кра-
ниофарингиомы  

-tF4-P3 & -aC4-P3 & +dC4-T4 & 
-aC4-T4 & -tCz-T3 & -aPz-T4 & 
+aO1-P3 & -aF3-P3 

0,656 (0,500- 
0,813) 

0,920 (0,800- 
1,000) 

Менингиомы бугорка 
турецкого седла 

-tF4-P3 & -aC4-P3 & +dC4-T4 & 
-aC4-T4 & -tCz-T3 & -aPz-T4 & 
+aO1-P3 & -aF3-P3 

0,656 (0,500- 
0,813) 

0,920 (0,800- 
1,000) 

Коллоидные кисты III 
желудочка 

-t(T3-T4) & +dMT6 & -a(F3-T4) 
& -b(F3-P3) & +d(C4-F8) & -
b(C3-F7) & +dMF3 & -t(F4-O1) 
& -b(F7-Fp1) & -t(F4-P3) & 
+b(Cz-O2) 

1,000 (1,000- 
1,000) 

0,951 (0,878- 
1,000) 

В наименовании ЭЭГ-индикаторов знаки отражают статистические значимые: «-» 
низкие, «+» высокие показатели относительно нормы; d- дельта, t-тета, α-альфа, b-бета под-
диапазоны ритмов; M- мощность; K- связанность биопотенциалов; области коры: О- заты-
лочная, P - теменная, С - центральная, F - лобная, Fp – лобно-полюсная, Т – средне-височ-
ная; четная цифра, следующая за обозначением области, относится к правому полушарию, 
нечетная – к левому; F7 – левая и F8- правая передневисочные; Т5 – левая и Т6 – правая 
задневисочные; z - сагиттальный электрод. Знак «&» - означает одновременное присутствие 
признаков. 

Для прогностических  тестов специфичны были преимущественно    низкие  коге-
рентные связи в диапазоне основного коркового ритма и высокая мощность альфа- и бета-
диапазонов. В состав прогностических тестов  вошли от 2 до 11 аномальностей ЭЭГ-инди-
каторов. Наиболее важными диагностическими критериями являлись   аномальности коге-
рентных  связей, что, вероятно,  было связано  как  с  более объективным отражением сте-
пени компенсации общего состояния больного по ЭЭГ-данным в  условиях опухолевого 
поражения головного мозга, так и с  количественным преобладанием их в исходной базе 
данных.  Нарушены были преимущественно  длиннонейрональные меж- и внутриполушар-
ные когерентные связи в передне-центральных областях,   сниженные в альфа- бета- диапа-
зонах и повышенные и  в низких частотах, что  свидетельствовало согласно данным лите-
ратуры  о  дисбалансе корково-подкорковых вертикальных связей на разных иерархически 
соподчинённых уровнях: корковом, таламическом, гипоталамическом или  стволовом. Со-
поставление прогностических ЭЭГ-тестов неблагоприятного и благоприятного исходов 
операций  выявило количественное превалирование аномальностей спектра ЭЭГ в первой 
группе больных - преимущественно сниженные когерентные связи в орбито-фронтальных  
областях коры, как отражение более выраженного исходного нарушения компенсации об-
щего состояния у больных с неблагоприятным исходом операций.   

Также были  вычислены прогностические  тесты   благоприятного исхода операций 
у больных с разными  нозологическими формами новообразований из общей базы клини-
ческих и параклинических данных (включая аномальности ЭЭГ-индикаторов и интраопе-
рационные данные).  В эти тесты   вошли  исключительно аномальности ЭЭГ-индикаторов.  
Средняя чувствительность составляла 0,88, специфичность – 0,97.   Апостериорная вероят-
ность тестов составляла в среднем 0,96, что свидетельствовало том, что  с такими вероят-
ностями  у  больных  с  определенной нозологической формой новообразования  при 
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наличии соответствующего прогностического теста будет иметь место благоприятный ис-
ход операции. 

Заключительным  этапом работы явилось персонифицированное  прогнозирование 
исхода операции.  Для этого  использовали не только  комплекс клинических и параклини-
ческих данных больного,  но и предварительно сформированную базу данных больных с 
аналогичной анализируемому больному нозологической или анатомо-топографической 
формой новообразования (при неизвестной гистологической природе опухоли).  Для пер-
сонализированного  прогнозирования подготавливали данные больного соответствующим 
основной базе данных образом.  Производили отбор из базы данных больных  и у них  тех  
особенностей, которые имеют место  у анализируемого больного. Учитывая   данные ана-
лизируемого  больного алгоритмически   методами четырехклеточной модели клинической 
эпидемиологии  из базы больных вновь выявляли прогностические тесты  благоприятного 
неблагоприятного  и благоприятного исходов операций по критерию их статистической  
значимости с характеристиками,  не хуже гарантированных. Далее по разработанной про-
грамме «Оцениватель повышенного риска врачебного вмешательства - 
MedicalRiskForcaster» [6] рассчитывали для конкретного пациента  прогноз исхода опера-
ции  на основе алгоритмического сравнения его данных с нозологически специфичными 
тестами благоприятного и неблагоприятного исходов  операций.  Вероятность исхода про-
гнозировали  по большему показателю прогностической ценности положительного  резуль-
тата теста. 

Валидизацию диагностической точности методики персонифицированного прогно-
зирования исходов операций проводили на экзаменационной когорте.  Правильное прогно-
зирование  исходов операций вычислено  у 36 (78%) пациентов, причем чаще прогнозиру-
ется благоприятный исход (23 человека, 64%), чем неблагоприятный (13 человек, 36%). По 
данным литературы прогноз с таким уровнем считается верным [7].  

Ошибочное прогнозирование исхода операции  произошло   преимущественно в тех 
наблюдениях, когда в качестве классификационного признака для отбора группы сравнения 
из основной базы данных   принимался  анатомо-топографический вариант новообразова-
ния и с меньшей частотой - при нозологическом варианте. Ошибочное прогнозирование 
неблагоприятного прогноза («ложная тревога», «перестраховка»),  несомненно, предпочти-
тельнее, чем неправильное предвидение благоприятного, но, с другой стороны, это может 
существенным образом повлиять на выбор тактики лечения. 

Благоприятный исход был спрогнозирован ошибочно  у 4-х  пациентов. У 2-х боль-
ных прогнозирование осуществлялось  по анатомо-топографическому признаку новообра-
зования в связи с неизвестной гистологией опухоли, у 1–го больного возникло интраопера-
ционное кровотечение, у 1-ой пациентки с менингиомой бугорка турецкого седла опухоль 
плотно и на большом протяжении срослась с передними мозговыми артериями, в раннем 
послеоперационном периоде развился спазм артерий Визилиева круга, появилась отрица-
тельная динамика зрительных функций. 

 
Выводы. 

1. Между дооперационными клиническими и ЭЭГ-данными пациента и исходом опе-
ративного вмешательства по удалению новообразований диэнцефальной и супрасел-
лярной локализации  существует статистически достоверная связь. 

2. Получены нозологически специфичные прогностические тесты исходов операций и 
верифицированные алгоритмически на основе модели клинической эпидемиологии 
«Тест-Болезнь» с помощью модифицированного алгоритма ассоциативных правил 
из арсенала интеллектуального анализа (Data Mining).  

3. Прогностическая эффективность методики персонифицированного прогнозирова-
ния варианта исхода операции у данной категории больных составляет 78%, что поз-
воляют повысить точность персонифицированного прогнозирования исхода 



Секция 8. КЛИНИЧЕСКИЕ НЕЙРОНАУКИ: НЕЙРОФИЗИОЛОГИЯ, НЕВРОЛОГИЯ, НЕЙРОХИРУР-
ГИЯ, НЕЙРОХИМИЯ И НЕЙРОФАРМАКОЛОГИЯ 
 

 

301 
 

операции у этих больных, которые ранее определялись только на основе экспертных 
оценок.  

4. При прогнозировании высокого риска послеоперационных осложнений  (0,8  и 
выше) целесообразна оптимизация тактики лечения (проведение патогенетически 
направленной предоперационной подготовки,  шунтирующая операция,  лучевая те-
рапия и др.). 

 
Заключение. Таким образом, данную работу можно рассматривать  как одну из пер-

вых плодотворных попыток осуществить доказательное персонализированное прогнозиро-
вание исхода оперативного вмешательства у больного с новообразованием диэнцефальной 
или супраселлярной локализации на основе применения модифицированного алгоритма ас-
социативных правил из арсенала интеллектуального анализа данных (Data Mining).  Коли-
чественное персонифицированное прогнозирования исхода операции целесообразно ис-
пользовать для поддержки принятия лечебно-диагностических решений в целях оптимиза-
ции тактики и повышения эффективности нейрохирургического лечения у этой категории 
больных.    
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