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Кардиомиопатии, ассоциированные с мутациями 
гена десмина: молекулярный патогенез 
и генотерапевтические подходы
Кочергин-Никитский К.С.1 • Заклязьминская Е.В.2, 3 • Лавров А.В.1, 3 • Смирнихина С.А.1

Кардиомиопатия – широко распространенная 
группа заболеваний сердечно-сосудистой си-
стемы. Генетически обусловленные кардиоми-
опатии связывают с  нарушениями более чем 
в 100 различных генах, в том числе в гене DES, 
кодирующем белок десмин  – один из основ-
ных белков промежуточных филаментов, обе-
спечивающих структурную и функциональную 
целостность миоцитов. Мутации в  гене DES 
приводят к  развитию десминзависимых кар-
диомиопатий, характеризующихся высокой 
степенью тяжести течения и неблагоприятным 
прогнозом. До настоящего времени специфи-
ческого лечения кардиомиопатии не разра-
ботано. Имеющиеся консервативные и хирур-
гические подходы направлены на замедление 
темпов прогрессирования сердечной недоста-
точности и  профилактику внезапной сердеч-
ной смерти, но их эффективность ограничена. 
Развитие методов генотерапии и  геномного 

редактирования может способствовать соз-
данию эффективных методов этиотропной те-
рапии десминопатий. Опубликован ряд работ, 
посвященных применению методов генотера-
пии при кардиомиопатиях различной генети-
ческой природы, включая ассоциированные 
с мутациями в гене DES. В области терапии дес-
минопатий методы геномного редактирования 
пока не используются. Тем не менее многоо-
бещающие результаты получены при исполь-
зовании систем редактирования CRISPR/Cas9 
и  TALEN для коррекции “gain-of-function” 
мутаций в  некоторых других генах, таких как 
MYBPC3 и PLN. Имеются данные, указывающие 
на возможность улучшения симптоматики 
десминзависимой кардиомиопатии, вплоть 
до бессимптомного течения после нокаута му-
тантного аллеля с сохранением функции белка 
за счет экспрессии только нормального алле-
ля. Мы считаем, что подходы, основанные на 

технологии геномного редактирования, пред-
ставляют собой перспективное направление 
для разработки эффективных специфических 
методов лечения десминопатий.

Ключевые слова: кардиомиопатия, десмин, 
десминопатия, медицинская генетика, генная 
терапия, геномное редактирование, CRISPR/
Cas9
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Неишемические кардиомиопатии  – ге-
терогенная группа прогрессирующих 
заболеваний сердца, ассоциированных 
с  различными вариантами структур-

ного ремоделирования миокарда и ведущих к раз-
витию сердечной недостаточности [1, 2]. Термин 
«кардиомиопатия» впервые предложил Уоллес 
Бригден (Wallace Brigden) в 1957 г. для описания за-
болеваний миокарда неясной этиологии без пора-
жения коронарного кровотока [3, 4]. Основа совре-
менной классификации была заложена Всемирной 
организацией здравоохранения в 1995 г. [5], когда 
с учетом функциональных и этиологических фак-
торов были выделены 4 типа кардиомиопатии: ди-
латационная (ДКМП), гипертрофическая (ГКМП), 
рестриктивная (РКМП), аритмогенная кардиоми-
опатия правого желудочка (АКПЖ), а  также ге-
терогенная группа неклассифицированных кар-
диомиопатий, включающая в  себя фиброэластоз 
миокарда, некомпактный миокард, обменные кар-
диомиопатии и др.

В настоящее время рабочие классификации, 
используемые американской (AHA, 2006) и  евро-
пейской (ESC, 2008) кардиологическими ассоци-
ациями, существенно различаются, однако базо-
вым остается выделение морфофункциональных 
вариантов ремоделирования и  деление на пер-
вичные (семейные и спорадические) и вторичные 
формы.

Оба подхода к  систематике кардиомиопатии 
имеют свои ограничения, особенно в  случаях 
трансформирующихся и  перекрывающихся фе-
нотипов, а также вследствие неоднозначной связи 
между этиологическими факторами (в том числе 
генетическими) и  результирующим фенотипом 
[2, 4, 6–8]. Первичные кардиомиопатии – одно из 
самых распространенных наследственных заболе-
ваний человека, их суммарная частота в  популя-
ции достигает 0,5%  [9]. Генетическое разнообра-
зие этой группы заболеваний также очень велико. 
Идентифицировано более 100  генов, ответствен-
ных за различные варианты кардиомиопатий. 
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В  2014  г. Всемирная федерация сердца (WHF) 
предложила новый подход, впервые объединяю-
щий не только патоморфологические и  функци-
ональные характеристики миокарда, спектр экс-
тракардиальных нарушений, но и  генетическую 
причину заболевания. Данный подход был вопло-
щен в номенклатуре MOGE(S), включающей пять 
основных категорий: M – морфофункциональный 
фенотип, О  – вовлеченность различных органов 
и систем, G – модель наследования, Е – этиология 
и  S  – стадия и  функциональный статус [10–12]. 
Несмотря на определенные сложности с  приме-
нением данной номенклатуры в  клинической 
практике, различные исследователи подтвержда-
ют ее эффективность и потенциал в работе с па-
циентами и  их родственниками [8, 13–15]. Для 
облегчения использования MOGE(S) был раз-
работан веб-сервис для стандартизированного 
описания пациентов с  кардиомиопатией (http://
moges.biomeris.com/moges.html). В  этой класси-
фикации наглядно отражено, что каждая генети-
ческая форма кардио миопатии является по сути 
отдельным заболеванием со своими особенностя-
ми молекулярного патогенеза, течения и прогноза. 
В настоящем аналитическом обзоре мы обобщаем 
современные данные и  обсуждаем перспективы 
геноспецифической терапии десминассоцииро-
ванных кардиомиопатий (десминопатий).

Клиническое разнообразие первичных 
десминопатий
Ген DES расположен на хромосоме 2 (2q35), содер-
жит 9 экзонов и кодирует белок десмин. Мутации 
в  этом гене могут приводить к  клинически раз-
личным заболеваниям, сопровождающимся ва-
риабельным вовлечением скелетной мускулату-
ры и миокарда. Сегодня принято эти заболевания 
объединять по этиотропному принципу в группу 
десминопатий. 

Около 80% случаев десминопатий наследуется 
по аутосомно-доминантному типу с полной пене-
трантностью. Процент мутаций de novo составляет 
около 14% [16–19]. Описаны также редкие случаи 
неполной пенетрантности доминантных мутаций 
[20, 21] и  семейных аутосомно-рецессивных дес-
минопатий [22–26], характеризующихся ранней 
манифестацией и  быстрым прогрессированием 
заболевания [16, 18]. Десминопатии довольно 
широко распространены, их суммарная частота 

оценивается в 1:2000 [17]. Средний возраст мани-
фестации большинства десминопатий составляет 
20–40 лет [27]. Течение заболевания, как правило, 
прогредиентное с высокой летальностью. 

Ремоделирование миокарда при десминзависи-
мых кардиомиопатиях наиболее часто развивает-
ся по типу дилатации (ДКМП) или рестриктивной 
дисфункции (РКМП), однако описаны все извест-
ные варианты кардиомиопатий. При ремоделиро-
вании по типу РКМП наблюдается более ранняя 
манифестация и низкая продолжительность жиз-
ни, около 20% пациентов с десминопосредованной 
РКМП не доживают до возраста 32  лет. Этот ва-
риант кардиомиопатии развивается у 12% носите-
лей мутаций в гене DES [28]. В группе всех случаев 
РКМП на долю мутаций в  гене DES приходится 
9%  [29]. В  группе ДКМП на долю десминассоци-
ированных форм приходится около 1–2% [30, 31]. 
Согласно данным, полученным в  метаисследо-
вании K.Y. van Spaendonck-Zwarts и  соавт., боль-
ные с  десминопосредованной ДКМП в  половине 
случаев доживают до 54  лет [28]. Гипертрофия 
миокарда и АКПЖ при мутациях в гене десмина 
также описаны, но являются более редкими (та-
блица) [28]. Для первичных десминопатий харак-
терно вовлечение проводящей системы миокарда, 
что приводит к развитию выраженных нарушений 
ритма и  проводимости. У  половины пациентов 
с  различными формами кардиомиопатии наблю-
дали нарушения проводимости и у 20% – аритмии 
[28]. Изолированный «сердечный» фенотип отме-
чен всего у 22% пациентов с мутациями в гене дес-
мина. Более 70% носителей мутаций, охваченных 
данным метаисследованием, имели различные 
проявления поражения скелетной мускулатуры 
в сочетании с кардиомиопатиями [28]. 

При мутациях в  гене DES, как правило, раз-
вивается десминзависимая скелетная миопатия, 
которая характеризуется прогрессирующей сла-
бостью дистальных мышц конечностей без явного 
болевого синдрома. Постепенно слабость распро-
страняется на проксимальную мускулатуру с вов-
лечением мышц торса, шеи, лицевой мускулатуры, 
в  некоторых случаях развиваются тетрапарезы 
[16, 28, 32, 33]. При этом часто поражаются дыха-
тельные мышцы, что ведет к дыхательной недоста-
точности и смерти [28, 34].

Гладкие мышцы при патологии десмина обыч-
но не страдают, вместе с  тем при десминопатиях 
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иногда наблюдаются затруднения глотания, диа-
рея и запоры [27, 28]. 

Молекулярный патогенез первичных 
десминопатий
Десмин  – структурный белок цитоскелета дли-
ной 470 аминокислот и массой 53 кДа. Он входит 
в группу из 4 структурных белков, формирующих 
промежуточные филаменты III типа (виментин, 
десмин, кислый глиальный белок  – GFAP, пери-
ферин), а  также является основным белком про-
межуточных филаментов миоцитов. Если белки 
микротрубочек и  микрофиламентов экспресси-
руются повсеместно в  различных тканях, белки 
промежуточных филаментов тканеспецифичны. 
Для десмина типична экспрессия главным обра-
зом в клетках миокарда и скелетных мышцах [16, 
35–38].

Будучи одной из критически важных компо-
нент цитоскелета, десмин участвует в  обеспече-
нии механической целостности миоцитов, связы-
вает сократительный аппарат мышечных клеток 
с  внутриклеточными структурами, обеспечивая 
их правильное пространственное взаимодей-
ствие и  нормальную структуру миофибрилл. 
Десмин связывает саркомеры с  сарколеммой 
и  экстрацеллюлярным матриксом, обеспечива-
ет передачу усилия в  районе Z-дисков, переда-
чу механохимических сигналов. Он непосред-
ственно используется для позиционирования 
митохондрий, обеспечивающих энергетические 
потребности сократительного аппарата, вблизи 
А- и I-полос миофибрилл [16, 19, 38–40]. Данный 
белок является важным компонентом волокон 
Пуркинье и, соответственно, участвует в обеспе-
чении автономного синхронного сокращения ми-
окарда [16, 41]. 

Недостаток десмина может приводить к муль-
тисистемной патологии с преимущественным по-
ражением мышечных тканей. Нокаутированные 
по десмину мыши способны к нормальному фор-
мированию и  созреванию миофибрилл с  после-
дующей их сборкой в  первичные и  вторичные 
мышечные трубочки в  пренатальном периоде. 
Однако в  постнатальный период мышцы этих 
мышей содержали множественные повреждения 
миотрубочек и  миофибрилл в  прямой зависимо-
сти от нагрузки. Доминирующие повреждения 
наблюдались в  сердечной мышце и  наиболее ак-
тивно работающих скелетных мышцах, таких как 
диафрагма. В  поперечно-полосатой мышечной 
ткани обнаруживались частично разъединен-
ные миофибриллы и  нарушение выравнивания 
Z-дисков. Спустя 2 недели после рождения волок-
на с  нарушенной организацией превалировали 
над нормальными вследствие неправильной сбор-
ки после повреждений. Вероятно, десмин необхо-
дим в процессах регенерации мышечных волокон 
в  постнатальном периоде [42]. Такие мыши де-
монстрировали повышенную утомляемость, сило-
вые показатели скелетных мышц были ниже, чем 
у  контрольных мышей. Продолжительность их 
жизни была в  среднем вдвое меньше [35, 38, 42]. 
У  DES  -/- мышей развивалась гипертрофическая 
или дилатационная кардиомиопатия, прогресси-
рующие дегенерация и  некроз кардиомиоцитов. 
Нарушение выравнивания Z-дисков и  организа-
ции миофибрилл вело к  механическому ослабле-
нию сократительного аппарата сердца, хотя уров-
ни актина и миозина оставались в пределах нормы 
[19, 38, 43]. 

Одно из наиболее ранних проявлений пато-
логии, связанной с нарушением функции десми-
на,  – образование скоплений митохондрий под 
сарколеммой. Наблюдаются морфологические 
(набухание, деградация матрикса) и  функцио-
нальные (снижение митохондриального дыха-
ния, аффинности к аденозиндифосфату) измене-
ния [40, 44]. Наблюдаемый повышенный уровень 
креатинкиназы в  митохондриях, вероятно, сви-
детельствует о компенсации их функциональной 
недостаточности и дефицита энергии. Последнее 
может приводить к  генерации преапоптотиче-
ских сигналов. В кардиомиоцитах мышей DES -/- 
значительно понижается уровень цитохрома C, 
изменяется локализация Bcl-2, что провоцирует 
дегенерацию кардиомиоцитов и  развитие каль-
циноза [38]. Это косвенно подтверждается тем, 
что суперэкспрессия Bcl-2 в  сердцах таких мы-
шей приводит к  частичной коррекции дефек-
тов, связанных с  описанной митохондриальной 

Варианты кардиомиопатии у пациентов с мутациями в гене DES [28]

Вариант ремоделирования Число пациентов, 
абс.

Доля, %

Дилатационная кардиомиопатия 23 17

Рестриктивная кардиомиопатия 16 12

Гипертрофическая кардиомиопатия 8 6

Аритмогенная кардиомиопатия правого желудочка 2 1

Смешанная (неспецифическая) кардиомиопатия 18 13

Без кардиомиопатии 71 51

Всего 138 100
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патологией, предотвращению развития гипер-
трофии миокарда и улучшению сердечной функ-
ции [38, 45]. 

Типичным проявлением десминопатий счита-
ется накопление десминпозитивных включений 
в  мышцах, представляющих собой гранулезные 
и  фиброзные агрегаты в  субсарколеммном и  ин-
термиофибриллярном пространствах [27, 32, 39]. 
Для десминопатий с вовлечением миокарда более 
характерно центральное, а  не субсарколеммное 
расположение агрегатов аномального десмина 
и его кластеризация в области вставочных дисков 
[18]. Причиной накопления протеиновых агрега-
тов может быть ингибирование процессов ауто-
фагии при избытке «неправильных» белков. Такие 
амилоидоподобные агрегаты могут приводить 
к  гибели кардиомиоцитов и  развитию сердечной 
недостаточности [39, 46]. Как и  при миопатиях, 
ограниченных скелетной мускулатурой, могут на-
блюдаться гипертрофия кардиомиоцитов и нару-
шения структуры миофибрилл [34]. 

В десмине, как и  в остальных белках проме-
жуточных филаментов, выделяют центральный 
стержнеобразный альфа-спиральный коровый 
регион размером 307 аминокислот, состоящий из 
4 альфа-спиральных субрегионов (1А, 1В, 2А и 2В), 
разделенных неспиральными линкерами (рис. 1). 
Коровый домен сформирован 7  аминокислотны-
ми повторами из гидрофобных и  гидрофильных 
аминокислот. Повторы позволяют двум поли-
пептидам образовывать гомополимерные спира-
лизованные димеры, являющиеся элементарными 
звеньями десминовых промежуточных филамен-
тов. N-концевой «головной» и  С-концевой «хво-
стовой» домены обеспечивают взаимодействие 
между димерами при сборке тетрамеров, в  свою 
очередь собирающихся в  структуры более высо-
кого порядка при образовании филаментов. Они 
также участвуют во взаимодействии с  другими 
белками цитоскелета в  процессе формирования 
сети промежуточных филаментов [16, 18, 27].

Фенотипические проявления зависят от того, 
какой регион белка затрагивают мутации. Так, 
мутации в субдомене 2В часто ассоциированы со 

скелетными миопатиями, при этом вовлечение 
миокарда может варьировать. А мутации в  1В, 
«головном» и  «хвостовом» доменах часто приво-
дят к развитию тяжелого «сердечного» фенотипа. 
Мутации в 1В, кроме того, значимо повышают ве-
роятность развития РКМП по сравнению с мута-
циями в «хвостовом» домене [16, 47]. Большинство 
идентифицированных патогенных мутаций ло-
кализуются в  2В субдомене  – «горячем регионе» 
мутаций [18, 27, 28, 48]. L.G. Goldfarb и  соавт. 
[18] провели анализ гено-фенотипических осо-
бенностей 92 пациентов с мутациями в гене DES. 
Оказалось, что мутации в 2В регионе были выяв-
лены у  большинства пациентов с  клиническими 
признаками скелетной миопатии и вариабельным 
поражением сердца, тогда как у пациентов с изо-
лированной кардиальной формой мутации чаще 
выявляли в «хвостовом» домене и 1B субдомене. 

Вместе с тем ряд авторов считает, что взаимо-
связь между локализацией мутаций и  клиниче-
ским фенотипом малозначима или вовсе отсут-
ствует [49, 50].

Подходы к лечению десминопатий
При десминзависимых кардиомиопатиях факто-
рами, ограничивающими выживаемость, являют-
ся тяжелые аритмии и нарушения проводимости, 
а также прогрессирование сердечной недостаточ-
ности. 

Консервативное лечение включает ингибито-
ры ангиотензинпревращающего фермента, бло-
каторы рецепторов к ангиотензину II [51–55], для 
контроля артериального давления широко приме-
няют бета-адреноблокаторы и блокаторы кальци-
евых каналов [56–58]. Для замедления сердечного 
ритма и усиления сокращения миокарда, предот-
вращения фибрилляции и трепетания предсердий 
в  некоторых случаях используют дигоксин [51, 
53, 59]. При возникновении застойной сердечной 
недостаточности применяются различные диуре-
тики. Антагонисты альдостерона, применяемые 
в  комбинации с  ингибиторами ангиотензинпре-
вращающего фермента, могут помочь снизить 
задержку натрия и избыток жидкости [52, 60, 61]. 
Антикоагулянты рекомендованы пациентам, у ко-
торых нарушения ритма и сердечная недостаточ-
ность ассоциированы с высоким риском тромбо-
образования [62]. 

Хирургические подходы к лечению нарушений 
ритма и  проводимости включают имплантацию 
электрокардиостимулятора, кардиовертеров-де-
фибрилляторов, а  для пациентов с  выраженной 
межжелудочковой асинхронией  – имплантацию 
ресинхронизирующих устройств [52, 63–69]. При Рис. 1. Структура белка десмина

«Головной» 
домен

1–108 aa 109–141 aa 152–252 aa

L1
(142–1518 aa)

L12
(253–268 aa)

L2  
(288–295 aa)

269–287 aa 296–416 aa 416–470 aa

«Хвостовой» 
домен

Альфа-спиральный коровый регион

P 1A 2A1B 2B
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сердечной недостаточности часто требуется им-
плантация устройств вспомогательного крово-
обращения (LVAD) или трансплантация сердца. 

Основная проблема терапии десминопатий 
состоит в отсутствии специфических методов ле-
чения. Большинство имеющихся подходов (в том 
числе хирургических) паллиативны, и  их эффек-
тивность ограничена. Именно поэтому суще-
ственным шагом вперед в  лечении этой группы 
заболеваний может стать разработка этиологиче-
ского лечения, направленного на коррекцию пер-
вичного генетического дефекта. 

Генотерапевтические подходы при 
десминзависимой кардиомиопатии
Кодирующая последовательность гена DES со-
стоит из 1413  пар оснований. Небольшой раз-
мер позволяет осуществить трансфекцию либо 
трансдукцию кодирующей последовательности 
этого гена в  ткани-мишени. Ранее были опу-
бликованы данные об успешной доставке и  су-
перэкспрессии других генов, связанных с  раз-
витием кардиомиопатии, с  использованием 
рекомбинантных адено-ассоциированных виру-
сов (AAV). Специфическая экспрессия продук-
та в пределах сердечной мышцы обеспечивается 
обычно тропизмом выбранного AAV к  тканям 
миокарда, поэтому наиболее часто использова-
ли подтип AAV9  [70–90]. В  ряде исследований 
специфичность дополнительно гарантирова-
лась тканеспецифичными промоторами [87, 91–
94]. M.B.  Heckmann и  соавт. [95] использовали 
rAAV9  вектор для доставки мышиного десмина 
в виде комплементарной ДНК (кДНК) в организм 
модельных мышей с нокаутированным собствен-
ным DES (-/-). В отличие от наиболее частых ауто-
сомно-доминантных десминопатий рецессивные 
формы характеризуются полным отсутствием 
экспрессии десмина и ассоциированы с более тя-
желыми кардиомиопатиями, часто приводящими 
к  смерти на второй декаде жизни. Авторам уда-
лось частично восстановить экспрессию десми-
на, что привело к значительному восстановлению 
сети десминовых филаментов в цитоскелете кар-
диомиоцитов, снижению вентрикулярного фи-
броза и  гипертрофии по сравнению с  контроль-
ными мышами, у  которых прогрессировала 
систолическая дисфункция левого желудочка. 
Мыши, подвергшиеся генотерапии, показывали 
умеренное снижение фракции укорочения и  от-
сутствие прироста конечно-диастолического раз-
мера левого желудочка на протяжении 10 месяцев 
эксперимента. Наряду с  этим наблюдали значи-
мо более низкий уровень экспрессии маркера 

сердечной недостаточности  – белка BNP, хотя 
и  более высокий, нежели у  нормальных мышей 
[95]. 

Более длинные гены также успешно вводи-
ли с  помощью AAV векторов. Так, MYBPC3, ко-
дирующая последовательность которого насчи-
тывает 3837  пар оснований, был эффективно 
трансдуцирован in vivo с  использованием AAV9. 
Однократное системное введение рекомбинантно-
го AAV c MYBPC3 новорожденным мышам с по-
врежденным MYBPC3 предотвращало развитие 
гипертрофии миокарда [87, 94]. Введение посред-
ством rAAV кДНК SERCA2α (3135 п.о.) модельным 
крысам с гипертрофией миокарда вследствие пере-
грузки давлением, пониженным уровнем экспрес-
сии SERCA2α и тяжелой сократительной дисфунк-
цией позволило скорректировать систолическую 
и  диастолическую дисфункции до нормального 
уровня [88]. Для доставки длинных последова-
тельностей были успешно использованы двойные 
и тройные системы AAV векторов. В этом случае 
для восстановления полной вводимой последова-
тельности гена используются собственные клеточ-
ные механизмы. Такую мультивекторную систему 
успешно применяли для доставки минидистро-
фина (около 6000 п.о.) и даже целого дистрофина 
(около 12000 п.о.) в сердце мышей [71, 72]. Данные 
системы потенциально могут быть использованы 
для доставки полной последовательности гена 
DES (8363 п.о.).

Часть десминопатий связана с  недостаточно-
стью не самого десмина, а белков-шаперонов, та-
ких как CryAB. При этом накопление белковых 
агрегатов может быть обусловлено недостаточ-
ной аутофагосомальной функцией. На модель-
ных клетках крыс с  заменой p.R120G в  CryAB 
трансдукция регулятора аутофагии Atg7  привела 
к индуцированию аутофагии. Показано уменьше-
ние уровня окрашивания преамилоида в кардио-
миоцитах, количества агрегатов и  цитотоксично-
сти без негативного эффекта на выживаемость 
клеток [96]. Авторы другой работы скрещивали 
мышей с CryAB(R120G) с трансгенными мышами 
с  миокардспецифичной суперэкспрессией Bcl-2. 
Было показано увеличение на 20% продолжитель-
ности жизни потомков, несущих оба признака. 
Авторы также сообщали о сниженном уровне ми-
тохондриальных аномалий, накопления агрега-
тов CryAB, восстановлении функций сердечной 
мышцы, предотвращении развития гипертрофии 
и ослаблении апоптотических процессов. Однако 
регуляция аутофагии и  альтернативных путей 
клеточной смерти была нарушена, что приво-
дило к  усилению некротических процессов [97]. 
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Защитный эффект α-B-кристаллина в  отноше-
нии некоторых токсических эффектов, связанных 
с неправильно сложенным десмином, был проде-
монстрирован на стабильно трансфицированных 
клеточных линиях [98]. Индуцированная ткане-
специфичная экспрессия шаперона HSP22 в серд-
цах мышей с CryAB p.R120G позволяла замедлить 
развитие кардиомиопатии по сравнению с  кон-
трольной группой [99].

Доминантные “gain-of-function” мутации дес-
мина требуют более сложного подхода. В  этом 
случае требуется нокдаун мутантного аллеля с по-
вышением экспрессии нормального либо предо-
ставлением дополнительной экзогенной копии 
гена. I. Karakikes и  соавт. [100] показали приме-
нимость подобной стратегии на клеточных моде-
лях, несущих мутацию гена PLN c.40_42delAGA 
(p.Arg14del), выявленную у  членов большой гре-
ческой семьи с  семейной ДКМП. Авторы рабо-
ты, используя вектор на основе AAV6, несущий 
интронную микроРНК для нокдауна эндогенно-
го мутантного PLN и  кодон-оптимизированный 
функциональный PLN, резистентный к вышеука-
занной микроРНК, смогли добиться 50% нокдау-
на эндогенного PLN p.R14del в  кардиомиоцитах. 
Суперэкспрессия экзогенного белка, в  свою оче-
редь, ингибировала синтез эндогенного, указывая 
на негативную регуляцию. Было показано паде-
ние уровня экспрессии гипертрофических марке-
ров и частоты аритмогенных эпизодов до уровня 
нормальных кардиомиоцитов спустя 7 дней после 
трансдукции вектора [100].

Другой многообещающий подход основывался 
на аллель-специфическом подавлении экспрессии 
генов (сайленсинг). Возможности этой методики 
были продемонстрированы на примере сайлен-
синга посредством РНК-интерференции мутации 
MYH7 p.R403Q. В  течение 6  месяцев наблюдения 
после введения кассеты на основе AAV9  одно-
дневным новорожденным мышам с  мутацией 
p.R403Q авторы не обнаружили развития ГКМП 
либо фиброза миокарда. Кроме того, по их дан-
ным 25% снижения экспрессии мутантного аллеля 
оказывалось достаточно для подавления развития 
ГКМП [101].

Геномное редактирование при 
десминзависимых кардиомиопатиях
Термин «геномное редактирование» применяют 
в отношении изменения внутриклеточной ДНК по-
средством сконструированных направляемых эн-
донуклеаз, таких как TALEN (transcription activator-
like effector nucleases), ZFN (zinc finger nucleases) 
и  CRISPR/Cas9 (clustered regulatory interspaced 

short palindromic repeats / CRISPR-associated 
protein 9). Каждая из этих систем включает в себя 
домен, осуществляющий сиквенс-спе цифическое 
связывание с  молекулами ДНК, а  также домен 
с  неспе цифической эндонуклеазной активно-
стью. В  системе CRISP/Cas9 таргетирование осу-
ществляется посредством коротких молекул РНК, 
имеющих участок, комплементарный целевому 
региону. Так называемые редакторы оснований, 
содержащие в  составе гибридного эффекторного 
домена аденин- либо цитидин-дезаминазу, позво-
ляют прицельно заменять отдельные нуклеотиды 
в  цепи ДНК. Все эти молекулярные инструменты 
могут с высокой точностью редактировать первич-
ную структуру большинства генов. Возможность 
направления к определенным локусам с точностью 
до нуклеотида и, в  случае CRISPR/Cas9, простота 
и  сравнительно невысокая стоимость процедур 
делают геномное редактирование весьма привле-
кательной и многообещающей технологией в при-
ложении к  терапии наследственных заболеваний. 
Наиболее часто используют варианты технологии, 
включающие такие механизмы репарации двуни-
тевых разрывов ДНК, как негомологичное соеди-
нение концов (NHEJ) и  гомологичная репарация 
(HDR). NHEJ, не отличающийся точностью и часто 
вносящий короткие инсерции и делеции (инделы), 
активен во всех фазах клеточного цикла в клетках 
млекопитающих. Активность HDR, реализуемого 
через гомологичную рекомбинацию целевой ДНК 
с эндо- или экзогенной матрицей и отличающего-
ся практически прецизионной точностью, подхо-
дящей для таргетного редактирования, ограничена 
лишь S и G2 фазами, а его эффективность по срав-
нению с NHEJ весьма невысока.

Большинство мутаций гена DES, приводящих 
к  десминзависимым кардиомиопатиям, являются 
доминантными и представлены в клетке в комби-
нации с нормальным аллелем. При этом имеются 
данные, свидетельствующие о  том, что мутации 
в  гене DES, нарушающие экспрессию мутантного 
аллеля, в  гетерозиготном состоянии не приводят 
к  развитию клинических проявлений десмино-
патий. В  2013  г. H.M. McLaughlin и  соавт. [102] 
описали случай десминопатии с  ДКМП и  мио-
патией у  27-летней женщины. Ее брат, имевший 
аналогичную симптоматику в  14  лет, скончал-
ся в  возрасте 19  лет. У  родителей, которые были 
старше 50  лет, никаких симптомов не наблюда-
лось. Оба родителя были здоровыми носителями 
одной из мутаций, каждая из которых нарушала 
экспрессию мутантного аллеля: DES c.600delG 
(p.Lys201ArgfsX20) и  DES c.1285C>T (p.Arg429X), 
в то время как у их детей обе мутации оказались 
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в  компаунд-гетерозиготном состоянии (рис. 2) 
[102]. Данный пример позволяет предположить, 
что нокаут аллеля с доминантной “gain-of-function” 
мутацией может восстановить экспрессию исклю-
чительно с нормальной копии десмина и потенци-
ально иметь благоприятный эффект. Разработка 
такого подхода могла бы найти применение для 
лечения больных с десминопатиями, вызванными 
доминантными мутациями в гене DES. Успешный 
нокаут аллеля с мутацией посредством геномного 
редактирования уже был получен в индуцирован-
ных плюрипотентных стволовых клетках (ИПСК) 
от пациента с ДКМП, связанной с мутацией PLN 
с.40_42delAGA (p.Arg14del). При этом использо-
вали систему на основе TALEN и  ориентирован-
ную NHEJ-зависимую репарацию двунитевых 
разрывов ДНК (ДНР). Полногеномное секвени-
рование исходных и  отредактированных ИПСК 
показало низкий уровень индукции нецелевых 
ДНР. Кардиомиоциты, полученные из отредакти-
рованных ИПСК, демонстрировали нормальный 
фенотип в отличие от контрольных нередактиро-
ванных клеток [100].

Как и  мутации DES, аутосомно-доминантные 
мутации MYBPC3 часто могут быть ассоцииро-
ваны с развитием ГКМП с поздней манифестаци-
ей. Герминативная делеция g.9836_9839delGAGT 
в 16-м экзоне MYBPC3 была отредактирована в эм-
бриональных клетках человека с использованием 
подхода на основе CRISPR/Cas9. ИПСК, получен-
ные от пациента, электропорировали плазмидой 

с  Cas9 и  ssODN в  качестве матрицы для репара-
ции. Из 61 протестированного клона 17 были от-
редактированы, и  7  из них  – посредством HDR 
с  применением предоставленной ssODN. Однако 
в  эмбриональных клетках HDR проходил с  ис-
пользованием эндогенной матрицы – нормального 
аллеля. Авторы сообщают о более высокой эффек-
тивности редактирования в эмбриональных клет-
ках (72,2%), вероятно, из-за более эффективной 
доставки, которая проводилась с использованием 
микроинъекций РНП. Эффективность репарации 
по пути HDR в случае эмбриональных клеток со-
ставляла до 64% отредактированных бластомеров. 
Авторам удалось избежать мозаицизма и достичь 
высокого процента гомозиготных эмбрионов, не-
сущих MYBPC3 дикого типа, при этом не было вы-
явлено нецелевого редактирования [100].

Заключение
Общая тяжесть течения десминопатий, низкое 
качество жизни пациентов и  серьезный про-
гноз заболевания в сочетании с отсутствием спе-
цифической терапии подталкивают к  разработке 
новых подходов, позволяющих воздействовать 
на непосредственную причину заболевания. 
Применимость техник генной терапии при ле-
чении кардиомиопатии была показана разны-
ми группами исследователей, и  некоторые из та-
ких работ были посвящены десминзависимым 
кардио миопатиям. Выявлен потенциал таких под-
ходов, как доставка функционального DES в виде 
кДНК в векторах на основе AAV9, суперэкспрес-
сия различных белков-шаперонов, например, 
CryAB, инактивация мутантных аллелей с парал-
лельной доставкой экзогенной копии гена и  пр. 
Однако подходов на основе геномного редактиро-
вания мутантного гена DES разработано не было. 
Тем не менее некоторые многообещающие резуль-
таты были получены для других генов с  “gain-of-
function” мутациями, включая MYBPC3 и PLN, при 
использовании систем CRISPR/Cas9 и TALEN. Мы 
полагаем, что технология геномного редактиро-
вания – перспективное направление в разработке 
новых эффективных методов лечения десминза-
висимых кардиомиопатий. 

+/Arg429X

+/Arg429X

+/+

+/Lys201ArgfsX20

Lys201ArgfsX20/Arg429X Lys201ArgfsX20/Arg429X

Рис. 2. Сегрегация мутаций DES c.600delG (p.Lys201ArgfsX20) и DES c.1285C>T (p.Arg429X) 
[102]
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Cardiomyopathy (CMP) is a common group of car-
diovascular disorders. Genetic (primary) cardio-
myopathies are related to abnormalities in more 
than 100 genes, including the DES gene encod-
ing desmin protein. Desmin is an essential mem-
ber of the intermediate filaments, ensuring the 
structural and functional integrity of myocytes. 
Mutations in the DES gene result in desmin-relat-
ed cardiomyopathy with progressive course and 
poor prognosis. By now, specific therapy for car-
diomyopathy has not been developed. Existing 
conservative and surgical treatment modalities 
target the rate of heart failure progression and 
sudden cardiac death prevention but have limited 
efficacy. The development of gene therapy and 
genome editing could allow for creating effective 
and specific methods of gene-based therapy for 
desminopathies. A  number of studies have been 
published on the use of gene therapy for various 
genetic cardiomyopathies including those caused 
by the DES gene mutations, while genome editing 
has not been used yet. However, promising results 
have been obtained with CRISPR/Cas9 and TALEN 
editing systems to correct for “gain-of-function 

mutations” in some other genes, such as MYBPC3 
and PLN. There is also evidence of the possibility 
to reduce the symptoms of desmin-related cardio-
myopathy up to the normal function by knocking 
out the mutant DES allele, and  preserved protein 
function provided by expression of the normal al-
lele. We believe that genome editing approaches 
have an open perspective into the development 
of specific and effective methods to treat desmin-
opathies.
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thy, medical genetics, gene therapy, genome edit-
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Prevention of epileptogenesis as a future 
strategy for the treatment of epilepsy
A. Bragin1

Epilepsy affects more than 70  million people 
worldwide. From 30 to 40%  of the patients are 
resistant to existing medication. This paper 
describes the current state of the treatment 
of epilepsy and proposes a  future approach 
to preventative treatment at earlier stages of 
epileptogenesis. For preventative treatment 
biomarkers are needed that predict the 
development of epilepsy at its earlier stages. 
Pathological high frequency oscillations are the 
only acceptable biomarker of epileptogenesis. 
However, the main limitation of this biomarker 
is the necessity of implanting of recording 

electrodes. The search for noninvasive 
biomarkers of epileptogenesis is one of the 
hot topics in epilepsy research. There are 
two potentially interesting directions in this 
area: search for inflammatory biomarkers in 
the peripheral blood and analysis of different 
parameters of imaging methods. In this paper 
we present approaches for identification 
of potential epileptogenesis biomarkers by 
magnetic resonance imaging. Some of magnetic 
resonance imaging parameters correlate with 
the existence of pathological high frequency 
oscillations, may indirectly reflect ongoing 

inflammation process in the brain and be 
potential biomarkers of epileptogenesis.
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preventative treatment
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Epilepsy from epileptic neurons to the 
multifactorial disease
Each year in the U.S. approximately 150,000  people 
develop epilepsy [1–3]. In spite of tremendous success 
in our understanding of its neuronal and molecular 
mechanisms, from 30 to 40% of patients with epilep-
sy are resistant to current medical treatments [4–7]. 
Pharmacoresistant epilepsy is a  major health burden 
worldwide [8, 9]. Within the last 30 years more than 
20 new antiepileptic drugs have been introduced to the 
clinic, however, to the big disappointment of scientists 
and clinicians the success in the treatment of patients 
with epilepsy increased only by 2–3% [10–13].

The overarching hypothesis in electrophysiology 
during the last century was that the epileptic brain 
consists of a  certain number of epileptic neurons 
with altered properties of receptors and ion channels. 
A countless number of experiments and publications 
were in line with this hypothesis, and altered proper-
ties of many receptors and channels were discovered 
in epileptic brain. All new antiepileptic drugs were 
designed based on these data targeting one or another 
channel or receptor with the hope that it would stop 
seizures. The low effectiveness of all new antiepileptic 
drugs indicated that altered properties at the molec-
ular level are only a part of problems in the epileptic 
brain. One of the reasons for the low efficiency of the 

old and new antiepileptic drugs was the expectation 
that we could control seizure activity by modifying 
the activity of a certain “magic” channels or receptors. 
In reality, the deeper we investigate mechanisms of 
epilepsy, the more we see the complicated nature of 
the disease. The second issue, complicating the pro-
cess of epilepsy treatment, was lack of understanding 
that by the time a  patient was visiting a  doctor and 
reporting that he/she had had a seizure, the patient’s 
brain had undergone a  long complicated process of 
restructuring of brain circuitry prone to generate 
seizure activity and involving abnormalities in mul-
tiple channels and receptors both in neuronal and 
non-neuronal cells.

The current understanding is symbolized by the 
recognition that the epileptic brain is associated not 
only with the existence of neurons with altered mem-
brane properties, but also with altered connections be-
tween them. Slowly this notion was transformed into 
recognition of the concept that epilepsy is a disease of 
neuronal networks.

Currently it is clear that epilepsy is a multifactorial 
disorder, involving formation of distributed neuronal 
networks [14–17], chronic inflammation [18–21], 
and the existence of a  spectrum of psychological 
problems, such as anxiety, depression and cognitive 
impairment [22].
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Cognitive performance such as learning, memory 
and decision making depends on the coordinated ac-
tivity of multiple brain areas, where hippocampus and 
prefrontal cortex play key roles [23–25]. These brain 
areas are also part of distributed neural systems under-
lying anxiety, emotion and motivation [26].

There is a growing need to understand the role of 
inflammation during epileptogenesis, but so far no 
reliable inflammatory biomarker of epileptogenesis 
has been found in animal models [18, 27, 28]. The 
Magnetic Resonance Imaging (MRI) approach may 
help to test inflammatory processes noninvasively and 
has a  great potential as a  biomarker of epileptogene-
sis. Several groups are using functional MRI (fMRI) to 
study the blood oxygen level dependent (BOLD) sig-
nal and changes in microstructure of brain areas under 
different experimental conditions [29–35]. According 
to some publications, fMRI and Diffusion Tensor 
Imaging (DTI) are promising indirect measures of in-
flammation processes and gliosis [36–38]. Although, 
fMRI does not directly reflect the level of inflamma-
tion, functional connectivity between brain areas, such 
as striatum and prefrontal cortex, decreases when 
the level of inflammation increases [39]. One of the 
DTI parameters, fractional anisotropy (FA), has been 
shown to correlate with the level of inflammation [40–
42], as well as microstructural integrity [40]. FA values 
both increase and decrease after traumatic brain injury 
(TBI) [43–45]. In patients with stroke FA values may be 
useful for prediction of cognitive functional outcomes 
[46] and can predict recovery of motor function after 
a stroke during the early subacute phase [47].

The combination of electrographic and imaging 
methods allows for identification of brain areas, where 
changes in metabolism and blood flow are associated 
with the formation of pathological neuronal networks. 
There is good correspondence between networks de-
tected by electrographic and imaging methods [17, 
48–50].

One of the ways to reduce the health burden of ep-
ilepsy is to prevent its development after specific epi-
leptogenic insults. There are two key elements critical 
to the development of preventative therapy: 1) a  full 
understanding of the mechanisms of epileptogenesis 
and 2) the existence of clinically useful noninvasive bi-
omarkers of epileptogenesis.

It is not clear whether all above mentioned changes 
at multiple levels observed in patients with epilepsy are 
related to seizure activity or whether they occur earli-
er and are long-lasting consequences of an initial brain 
injury which is invisible without special diagnostic tests 
that predict later epilepsy. Recognition of this in ani-
mal models of chronic epilepsy will allow investigation 
of their initial mechanisms and discover new targets 

for prevention of epileptogenesis, as well as behavioral 
candidates. A combination of electrophysiological, im-
aging and behavioral biomarkers could provide better 
diagnosis, better specificity and sensitivity for detec-
tion of the ongoing process of epileptogenesis.

It is likely that a  profile of biomarkers will be re-
quired for most clinical applications in addition to elec-
troencephalogram (EEG) [51], which will improve the 
accuracy of epilepsy prediction [52–57]. Compared to 
electrophysiological methods, MRI has higher spatial 
resolution and provides valuable contrasting of grey 
and white matter. Functional MRI and DTI can detect 
various progressive abnormalities after a  brain injury 
in multiple brain areas [54, 58, 59]. There is a  strong 
coherence between functional connectivity estimated 
by fMRI signal and changes in the FA map, as well as 
in structural connectivity estimated by DTI [60]. In ad-
dition, changes in the BOLD signal correlate with the 
energy of smoothed high frequency broadband signals 
recorded in electrophysiological experiments [61–63].

It is conceptually important to consider that, with-
in the brain framework, there is an interconnectedness 
between different levels of brain activity, and a  com-
plex system where all levels interact with each other to 
generate emergent behaviors that can be reflected in 
specific functions, such as an EEG pattern, a metabolic 
process (as measured by fMRI), or a pathologic pheno-
type [64].

Considering multifactorial nature of epileptogen-
esis, it is tempting to find noninvasive biomarkers of 
epileptogenesis. It is crucial for designing of future clin-
ical trials for prevention of epileptogenesis; recognizing 
this, the U.S. National Institutes of Health (NIH) sev-
eral years ago began funding an international project 
for prevention of epileptogenesis, which involves mul-
tiple hospitals and laboratories from the USA, Finland 
and Australia (https://epibios.loni.usc.edu). This is 
a unique translational project, which is aimed to devel-
op the first validated multimodal biomarker panel for 
preclinical and clinical anti-epileptogenesis trials.

Pathological high frequency oscillations as 
a bridge for identification of noninvasive 
biomarkers of epileptogenesis
This section will provide a  short description of 
published and preliminary results of how the research 
team at the UCLA Seizure Disorder Center is trying to 
find biomarkers of epileptogenesis. The experiments 
described here are performed in conjunction with 
ongoing research of the EpiBios4Rx project.

Pathological high frequency oscillations and epilepsy
In 1999  our laboratory discovered the existence of 
pathological high frequency oscillations (pHFOs) in 
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the frequency range 250–500 Hz in the epileptic brain 
(Fig. 1) [65–67]. These oscillations where observed in 
epileptic animals, as well as in patients with temporal 
lobe epilepsy. We have shown that these oscillations 
are generated by local clusters of pathologically inter-
connected neurons (PIN-clusters) and reflect hyper-
synchronous bursts of population spikes generated 
predominantly by principal cells [68, 69]. Later these 
data were confirmed in other laboratories in different 
types of epilepsy [70–75]. It was shown that pHFOs 
were associated with seizure onset zone, and complete 
surgical removal of brain areas generating pHFOs was 
followed by a complete disappearance of seizures [76–
78]. Currently this approach is used for pre-surgical 
localization of seizure onset zone in many hospitals in 
the USA, Canada and Europe.

Analysis of time of pHFOs occurrence after status 
epilepticus and traumatic brain injury showed that 
pHFOs occured much earlier than recurrent sponta-
neous seizures; their occurrence after a brain injury al-
lows for prediction which animals would later develop 
and would not develop epilepsy [79, 80]. We hypothe-
sized that the process of epileptogenesis was associat-
ed with the formation of the network of PIN-clusters 
[14, 68]. Clinical seizures occur when motor areas are 
involved in this PIN-clusters network (Fig. 2). So far 
pHFOs are the only acceptable biomarker of epilep-
togenesis. However, the primary limitation of this bi-
omarker is that it requires invasive recordings of brain 
activity, which excludes it from being a potential diag-
nostic tool. There is a need for noninvasive biomark-
ers for easy identification of epileptogenesis and pre-
ventative treatment. Noninvasive imaging biomarkers 
would have a much greater translational value.

Spatial and temporal distribution of high frequency 
oscillations during epileptogenesis after status 
epilepticus and TBI
Recently, we found that epileptogenesis after TBI has 
electrographic characteristics similar to those in pilo-
carpine and kainic acid (KA) status epilepticus models 
[80]. As in the KA model [81], the occurrence of pHFOs 
within the first two weeks after TBI is a biomarker of ep-
ileptogenesis [80]. These pHFOs appeared in the group 
of animals that later developed epilepsy, and they oc-
curred within the TBI core or perilesional area, which 
then propagated to other neighboring areas. We de-
scribed that after TBI, in the group that later developed 
epilepsy, pHFOs occurred independently, as well as in 
association with spindle oscillations. They were nested 
in the troughs of spindle oscillations (Fig. 3) and associ-
ated with hypersynchronized discharges of multiunit ac-
tivity (Fig. 3B and C). In these TBI experiments, only in 
rats that later developed epilepsy, an increase of normal 

high frequency oscillations rate was observed in multiple 
brain areas, as was the occurrence of pHFOs. The oc-
currence of pHFOs outside of the lesioned hippocampus 
and outside of the TBI area supports the hypothesis of 
the formation of a PIN-cluster network during epilep-
togenesis [14, 68]. These PIN-clusters generate pHFOs, 
as a result of the hypersynchronization of neuronal dis-
charges forming population spikes, maintain fast propa-
gation of epileptiform activity and trigger seizures.

Correlation between pHFOs, PIN-cluster network 
formation and changes in other modalities of brain 
function and structure, such as alterations of intrinsic 
functional brain connectivity, malformation of local 

Fig. 1. Pathological high frequency oscillations in an epileptic rat. A. Example raw (black) 
and band pass (100–500 Hz) filtered data (blue) during the inter-ictal period recorded from 
various brain areas. B. Extended examples of pathological high frequency oscillations (top) and 
their time frequency plots (bottom); L left, R right, a anterior, p posterior, Pir piriform cortex, 
Hip hippocampus, EC entorhinal cortex

А

B

Fr
eq

ue
nc

y,
 H

z

500

400

300

200

100

10 20

Time, ms

30 40 50

Fr
eq

ue
nc

y,
 H

z

500

400

300

200

100

10 20

Time, ms

30 40 50

Almanac of Clinical Medicine. 2019; 47 (7): 614–622. doi: 10.18786/2072-0505-2019-47-028

616 Invited article



structure assemblies and reorganization of large-scale 
fiber track networks is a major challenge, because they 
may not be linear [64]. However, studies of such cor-
relative connections should help to build bridges be-
tween different levels of brain activity in pathological 
conditions, such as epilepsy.

Currently the pathophysiology of epileptogenesis 
has been studied with electrographic methods; howev-
er these electrical patterns reflect multiple functional 
and structural disturbances that might be measured by 
MRI. Imaging methods have the capability to reveal 
3D networks in the brain, while electrographic meth-
ods have high temporal, but limited spatial resolution.

fMRI – electrographic correlates of epileptogenesis
At present, the preliminary data on fMRI experiments 
pertain only to the KA-model of chronic epilepsy. 
This series of experiments was carried out in 11 rats. 
In all of these rats baseline fMRI data collection was 
performed one week before KA and the second fMRI 
screening was performed 10 days after the KA injec-
tion. Immediately after the second MRI, microelec-
trodes were implanted bilaterally in 8 brain regions: left 
(L) and right (R) anterior cingulate (LAC and RAC), 
prelimbic (LPC and RPC), motor cortex (LMC and 
RMC), thalamus (LTh and RTh) and hippocampus 
(LHP and RHP). Within this group valuable data were 
obtained from 9 rats; all of them became epileptic with-
in 2–4  months. The baseline BOLD signal function-
al connectivity (FC) between LAC/RAC, LPC/RPC, 
LMC/RMC, LTL/RTL, anterior and posterior hippo-
campi (combined DG&CA1 signals) was compared 
before and 10 days after the KA injection. In epileptic 
rats, we observed a decline of FC between certain brain 
areas (Fig. 4A) [p < 0.0001] and an increase of FC with-
in brain areas (the data values are not shown). Three 
days after the second fMRI scan, electrographic FC for 
the same brain areas was assessed on the basis of high 
gamma frequency band (HGFB), as described in sev-
eral publications [61–63]. Similar to BOLD signal FC, 
the HGFB FC showed a concordant decrease between 
multiple brain areas (Fig. 4B) [p = 0.011].

The agreement between the different measures of 
FC indicates that despite the recording of fMRI and 
electrographic signals 3 days apart, similar changes in 
FC were measured. This indicates the existence of con-
sistent changes in the epileptic brain that promote (or 
maintain) the process of epileptogenesis. Comparing 
the correlation between BOLD and HGFB function-
al connectivity we found that during epileptogenesis 
there was an increase in BOLD-electrographic cou-
pling (Fig. 5A vs B), associated with increased syn-
chrony of multiunit discharges during HGFB events 
(Fig. 5C vs D).

Fig. 2. A schematic presentation of a PIN-cluster (A). Grey, principal cells: green, interneurons. 
Red lines are abnormal connections between neurons with a PIN-cluster. B, examples of 
raw (top) band pass filtered (middle) and time frequency plot (bottom) of pathological high 
frequency oscillation. C, a schematic presentation of a PIN-cluster network. Dashed box is 
a lesion area
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Fig. 3. Coupling of high frequency oscillations and hypersynchronized multiunit discharges 
with spindle activity in perilesional area 10 days after traumatic brain injury in the rat that later 
developed epilepsy. A. An example of single spindle oscillation. Black, raw data; green, band 
pass (100–500 Hz) filtered signal indicating high frequency oscillation activity. B. An example 
of a single spindle wave. C. Perievent histogram triggered by the 1st spindle event showing 
hypersynchronization of multiunit discharges with spindle events
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DTI correlates of epileptogenesis
Our analysis of in-vivo DTI data in 9 TBI rats showed 
both increases and decreases in FA values 2 weeks after 
TBI in different brain areas. However, in the major spe-
cific areas of interest (the hippocampus, prefrontal cor-
tex and thalamus ipsilateral to TBI) FA was significant-
ly increased in the hippocampus (Fig.  6A), but not in 
the prefrontal cortex and thalamus, compared to those 
in the sham-injured control. At the individual level, FA 
values both increased and decreased in different rats 
(Fig. 6B). Electrophysiological evaluation of these rats is 
still in progress and we predict that similar to the KA 
model, those rats in which FA was not changed signifi-
cantly (Fig. 6B, black lines), will belong to the group with 
no subsequent epilepsy, while those with increased FA 
(Fig. 6B, green lines) will belong to the group that later 
develop epilepsy.

Behavioral correlates of epileptogenesis
These experiments were performed in 5 rats using the 
water-cheeseboard maze (WCBM) test (Fig. 7A). Two 
days before the behavioral experiments the rats were 
placed on the WCBM table, where all wells were filled 
with water, twice for 30 minutes to make them famil-
iar with the WCBM environment.

After two days of water deprivation, the learning 
process experiments began, where only 4  wells were 
filled with water. The rats were placed in the starting 
box, the door was opened, and the rats were allowed to 
search for a well with a water. After finding all of them, 
the rats were returned to the start box and the proce-
dure was repeated 10 times. The next day the procedures 
were repeated. All data were recorded and analyzed with 
“AnyMaze” software. In this task, we analyzed the level 
of anxiety, which was measured by the time required for 
the rat go from the start box to the first well with the wa-
ter (Fig. 7. Time 1). The quality of cognitive performance 
(memory score) was estimated by the quality of remem-
bering the spatial location of the remaining 3 water wells. 
It was estimated by measuring the time required for the 
rat to reach each of them, as well as by measuring the 
length of the path it took to reach each well and the time 
(Time  2 + Time  3 + Time  4). The memory score (MS) 
was calculated by the formula: MS = (1 - t¬i / tb ) × 100, 
where t¬i is the time taken to complete the first task on 
the second experimental day and tb is the time taken to 
complete the last task on the first day.

During the test at the end of the second week after the 
KA injection there was an increase in anxiety in 3 rats and 
in 2 rats the anxiety level was lower than baseline (Fig. 7, 
B, orange bars). The same rats that demonstrated higher 
anxiety, showed poor performance during the memory 
test (Fig.  7, B, green bars). The behavioral abnormali-
ties in these 3 rats were associated with the occurrence 

of pHFOs in the hippocampus and prefrontal cortex and 
the occurrence of spindles in the prefrontal cortex trig-
gered by hippocampal pHFOs and later the occurrence of 
seizures within a 6 month period (data not shown).

Summary 
The presented evidence indicates at the neuronal level 
that epileptogenesis is characterized by the appearance 
of distributed networks of pHFO generating neuronal 

Fig. 5. A–B. Increased coupling between functional magnetic resonance imaging and HGFB 
functional connectivity during epileptogenesis. Synchrony of multiunit discharges during 
smoothed gamma events at baseline (C) and during epileptogenesis (D)
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clusters. These PIN clusters initially appear in the KA 
or TBI perilesional areas and spread towards other 
brain areas. Our data also illustrate that functional 
connectivity between different brain areas estimated by 
BOLD signals, as well as by electrographic signals (HGFB 
signal), decreases within the first two weeks after TBI in 
the group that later developed epilepsy, and that during 
epileptogenesis the coupling between BOLD and HGFB 
signals increases. In these preliminary experiments, we 
also found that FA value in some brain areas is increased 
in the animals that later developed epilepsy. We provide 
preliminary evidence that during epileptogenesis the 
brain undergoes consistent changes detectable by 

both electrographic and imaging methods. Although, 
electrophysiological patterns with increased synchrony 
of neuronal discharges leading to generation of pHFOs, 
as well as an increase in BOLD  – HGFB coupling, 
might be expected to result in increased FC between 
different brain areas, we found FC to be decreased. 
Our preliminary explanation for this unexpected 
finding is that pHFOs generate noisy signals disrupting 
the coherence between brain areas that exist under 
normal conditions, which results in reduced strength of 
functional connectivity between them. However, further 
data are required to explain or reject this hypothesis.

We find that simultaneously with a decrease in FC 
between neuronal networks, FA increases, and this may 
be related to heightened inflammatory processes that oc-
cur during this post-injury time. Although we do not yet 
understand the full relationship between electrographic 
and imaging processes, imaging may yield sensitive non-
invasive biomarkers of epileptogenesis, eliminating the 
need for invasive recording of pHFOs for this purpose.

An increase in anxiety and cognitive decline oc-
curring before the appearance of spontaneous seizures 
indicates that these parameters could be behavioral bio-
markers of epileptogenesis. 
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Эпилепсией страдают более 70 млн человек во 
всем мире. От 30 до 40% больных резистентны 
к  существующим лекарственным средствам. 
В  статье описано современное состояние тера-
пии эпилепсии и  предложен возможный под-
ход к превентивной терапии на ранних стадиях 
эпилептогенеза. Для прогнозирования развития 
эпилепсии на ее ранних стадиях нужны биомар-
керы. Единственным приемлемым биомаркером 
эпилептогенеза следует признать патологи-
ческие высокочастотные осцилляции. Однако 
главное ограничение метода  – необходимость 
имплантации электродов для их регистрации. 
Одной из актуальнейших тем научных исследо-
ваний эпилепсии представляется поиск неин-
вазивных биомаркеров эпилептогенеза. В  свою 
очередь, в этой области существуют два потенци-
ально интересных направления: поиск воспали-
тельных биомаркеров в периферической крови 
и  анализ различных параметров, которые дают 
визуализирующие методы. В  этой публикации 

мы освещаем подходы к  определению потен-
циальных биомаркеров эпилептогенеза с  по-
мощью магнитно-резонансной томографии. 
Некоторые из параметров магнитно-резонанс-
ной томографии коррелируют с наличием пато-
логических высокочастотных осцилляций, могут 
косвенно отражать текущий воспалительный 
процесс в головном мозге и стать возможными 
биомаркерами эпилептогенеза.

Ключевые слова: эпилепсия, патологические 
высокочастотные осцилляции, биомаркеры 
эпилептогенеза, превентивная терапия
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Клеточные технологии 
в регенеративной медицине сердца: 
основные проблемы и пути развития 
Агладзе К.И.1

Потенциал сердечной ткани к  ауторегене-
рации невысок и  заключается, предположи-
тельно, в  небольшом количестве нишевых 
стволовых клеток. Это делает крайне важным 
развитие регенеративных технологий мио-
карда, основанных на современных методах, 
например, клеточном репрограммировании 
и трехмерной биопечати. Однако нередко бы-
вает трудно отделить регулярно появляющие-
ся в печати сенсационные сообщения о новых 
«прорывных» технологиях от таковых, действи-
тельно имеющих практические приложения. 
В  статье изложена точка зрения на популяр-
ные технологии регенерации сердечной ткани 
и  миокарда в  целом, рассмотрены их недо-
статки. К главным проблемам, стоящим перед 
активно развиваемым сегодня «биопринтин-
гом», отнесены невысокий уровень дифферен-
цировки при печати стволовыми клетками, 
не позволяющий создать полноценную сер-
дечную ткань без посторонних вкраплений, 
а  также технологическая невозможность при 
печати дифференцированными клетками, 
в  процессе доставки клеток в  соответствую-
щие места матрикса, задать их связи с другими 
клетками. Несмотря на оптимистичные сооб-
щения о  результативности инъекции стволо-
вых или индуцированно-плюрипотентных 

клеток в пораженную зону миокарда, впервые 
появившиеся около 20 лет назад, в настоящее 
время эта идея представляется весьма сомни-
тельной, так как в последние годы отмечается 
практически полное отсутствие положитель-
ного эффекта этой процедуры при серьезных 
рисках осложнений. В  отношении выращива-
ния мышечных элементов сердца основной 
проблемой видится развитие «правильной» 
васкуляризации выращиваемой мышцы. 
Вместе с  тем подчеркивается практическая 
осуществимость выращивания относительно 
небольших элементов миокарда, таких как си-
нусовый узел.

Ключевые слова: миокард, регенерация, 
стволовые клетки, индуцированно-плюрипо-
тентные стволовые клетки, тканевая инжене-
рия
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Т о ч к а  з р е н и я

Актуальность регенеративных техно-
логий в  кардиологической практи-
ке не вызывает сомнений: по оценкам 
Всемирной организации здравоохра-

нения, в подавляющем большинстве стран мира 
сердечно-сосудистые заболевания занимают пер-
вое место среди причин смертности населения 
[1]. Значительная доля сердечно-сосудистых за-
болеваний приходится на нарушения ритма серд-
ца и, в частности, тахиаритмии. Наиболее опасны 

желудочковые тахиаритмии, часто приводящие 
к  фибрилляции, манифестирующей как внезап-
ная сердечная смерть [2]. В  основе большинства 
сердечных тахиаритмий, и желудочковых, и над-
желудочковых, лежат циркулирующие волны 
возбуждения  – риентри. А  они, в  свою очередь, 
возникают, как правило, в  поврежденной обла-
сти миокарда [3]. Типичным примером такого по-
вреждения служит постинфарктный рубец, нару-
шающий нормальное проведение возбуждения. 
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Другой пример сердечной патологии – потеря со-
кратительной функции сердца вследствие истон-
чения мышечной стенки или замещения мышеч-
ной ткани фиброзной [3].

Потенциал сердечной ткани к  ауторегене-
рации крайне невысок и  заключается, предпо-
ложительно, в  небольшом количестве нишевых 
стволовых клеток [4]. При этом во время инфар-
кта может быть потеряно около миллиарда кар-
диомиоцитов [5], замещающихся соединительной 
тканью. С начала нулевых предпринято достаточ-
но много попыток добиться значительной регене-
рации сердечной ткани путем инъекции стволо-
вых клеток [6, 7]. И если вначале ожидания были 
весьма оптимистичными, базируясь на публи-
кациях о  якобы имевшем место успешном вос-
становлении миокарда [7, 8], то по прошествии 
времени становилось все более ясным, что зна-
чимого положительного эффекта инъекции ство-
ловых клеток не приносят, сопровождаясь рядом 
опасных побочных эффектов [9–11]. Изредка на-
блюдаемое улучшение сердечной деятельности 
было обусловлено, вероятнее всего, паракринным 
эффектом [12–14].

С открытием в  2006  г. Shinya Yamanaka кле-
точного репрограммирования интерес к  регене-
рации сердечной ткани получил новый импульс, 
на этот раз в  основу положены так называемые 
индуцированно-плюрипотентные стволовые 
клетки (ИПСК) [15]. Их использование вместо эм-
бриональных стволовых клеток представляется 
тем более заманчивой перспективой, что источ-
ником ИПСК выступает сам пациент, вследствие 
чего полностью снимаются вопросы иммунного 
отторжения клеточного материала.

Опасность трансплантации стволовых кле-
ток была подтверждена в  многочисленных ра-
ботах [16–18]. В  ответ появилась концепция ре-
генерации за счет сформировавшегося из ИПСК 
аутологичного клеточного материала [17, 19]. 
В частности, в инфарктную зону вносили диффе-
ренцированные из ИПСК кардиомиоциты [20, 21]. 
Для компенсации слабости синусового узла в ми-
окард вносили дифференцированные из ИПСК 
пейсмекерные клетки [22–24].

Отсутствие положительных эффектов при 
подобной клеточной имплантации привело к по-
ниманию, что имплантироваться должны не 
отдельные клетки в  суспензии, а,  скорее, выра-
щенные из ИПСК элементы миокардиальной тка-
ни. Прогрессу подобного подхода, обсуждению 
его pro и  contra и  посвящена настоящая статья. 
Изложенная точка зрения не претендует на ис-
черпывающую глубину в  освещении клеточных 

технологий в  регенеративной медицине сердца. 
Это критический взгляд на основные тренды раз-
вития данных технологий. Представлено также 
наше видение путей решения или обхода основ-
ных проблем, возникающих в  мейнстриме реге-
нерации миокарда.

3D-печать сердца
Если не помогают инъекции клеток в  поражен-
ную область, а трехмерная печать породила такой 
феномен, как биопринтинг, стоит ли мелочить-
ся  – не проще ли напечатать новое сердце? Тем 
более что этот орган, предположительно, может 
быть напечатан из донорских клеток самого па-
циента, а значит, как говорилось выше, не должно 
возникнуть проблем с  иммунным отторжением. 
Первые попытки печати трехмерной сердечной 
ткани предприняты около 7  лет назад [25] и, по 
сообщению авторов, были успешными, то есть 
завершились созданием трехмерных альгинат-
ных блоков, содержащих живые клетки [25]. К со-
жалению, авторы не выполнили никакого анали-
за функциональных возможностей полученной 
«ткани», таких как проведение волны возбужде-
ния и наличие скоординированных сокращений. 
В последующие годы опубликовано значительное 
количество работ, посвященных трехмерному 
биопринтингу миокарда. Однако до нынешнего 
времени результаты по контрасту с ожиданиями 
остаются весьма скромными. В некоторых рабо-
тах [26, 27] в качестве сердцеподобных структур 
были произведены клеточные сфероиды, имею-
щие довольно отдаленное отношение к реальным 
структурам сердца. Другие исследователи [28] 
сосредоточились на поиске наиболее подходяще-
го материала скаффолда для трехмерной печати, 
например, децеллюризованной соединительной 
ткани. Достаточно подробно стратегии трехмер-
ного биопринтинга разобраны в  обзорной ста-
тье [29]. Так, предлагается печатать «элементар-
ные» единицы органа, например, нефрон у почки. 
Однако, что могло бы служить подобной элемен-
тарной единицей для сердца – неясно. Тем не ме-
нее можно считать успешными попытки печати 
элементов сердечно-сосудистой системы, не об-
ладающих сложной трехмерной структурой и со-
стоящих главным образом из соединительной 
ткани, например, аортального клапана [30]. С не-
которой долей условности к  трехмерной печати 
можно также отнести методы создания сердеч-
ного органоида, использующие вторичное заселе-
ние стволовыми клетками или дифференцирую-
щимися кардиомиоцитами децеллюризованного 
матрикса сердца животного [31, 32].
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Остановимся на основных проблемах мето-
да трехмерной печати сердца. Неслучайно среди 
более чем 100  публикаций на данную тему фак-
тически отсутствует оценка функциональности 
произведенных органоидов. В  лучшем случае 
авторы ограничиваются констатацией «наличия 
сокращений» и  изменения спонтанной активно-
сти клеток под действием фармпрепаратов [25, 
32]. Трехмерная печать представляет собой метод 
доставки материала в  необходимую точку трех-
мерного пространства. Процесс биопринтинга 
основан на том, что в соответствующую область 
доставляются как живые клетки, так и материал 
скаффолда, позволяющий зафиксировать клет-
ку в  пространстве. Предполагается, что клетки, 
помещенные в  соответствующие структурные 
элементы печатаемого сердца, образуют сердеч-
ную ткань. Однако эта гипотеза базируется на не-
скольких допущениях. Считается, что при печати 
стволовыми клетками или ИПСК клетки благо-
получно дифференцируются в  кардиомиоциты. 
Но, как известно, даже в  очень хорошем случае 
выход кардиомиоцитов составляет не более 50%, 
что было подтверждено в наших работах [33, 34]. 
Более того, дифференцирующиеся клетки имеют 
тенденцию к образованию кластеров, а организа-
ция этих кластеров в структурах более сложных, 
чем клеточный монослой, совершенно не изучена 
[33]. Пример изображения самоорганизующего-
ся из ИПСК слоя кардиомиоцитов, полученного 
с  помощью конфокального микроскопа, при-
веден на рис. 1. Кроме того, печатаемое сердце 
должно обладать развитой сосудистой системой. 
А при печати стволовыми клетками совершенно 
непонятно, каким способом можно дифферен-
цировать рядом расположенные клетки в  клет-
ки различных типов. В случае биопечати зрелы-
ми клетками указанные выше проблемы можно, 
в  принципе, преодолеть. Однако остаются нере-
шенными вопросы: как расположить печатаемые 

клетки в  необходимой ориентации и  как задать 
необходимые связи между соседними клетками. 
Полагаться на самоорганизацию тут не прихо-
дится, а  значит, трехмерная биопечать сердца 
пока не представляется возможной.

Какие направления работы могут быть пред-
ложены в этой области? Одно из них – образова-
ние сердечного синцития, способного к  генера-
ции и  проведению возбуждения,  – в  настоящее 
время наиболее эффективно проверяется с  по-
мощью так называемого оптического картиро-
вания, при котором возбуждение, генерируемое 
в сердечных клетках, регистрируется с помощью 
флюоресцентных маркеров [35, 36]. Оптическое 
картирование позволяет визуализировать рас-
пространяющуюся волну возбуждения и  из-
мерить ее параметры, такие как скорость, реф-
рактерность и  др. Рис. 2  демонстрирует пример 
регистрируемой волны возбуждения в  слое 
кардиомиоцитов, полученных из человеческих 
ИПСК. Наличие проведения волны возбуждения 
в массиве клеток говорит о том, что они связаны 
в  синцитий. Особенно эффективно оптическое 
картирование в  случае тонких квазидвумерных 
слоев. Интересно было бы напечатать с помощью 
биопринтера двумерный слой клеток и  с помо-
щью оптического картирования исследовать его 
на формирование синцития, а также определить 
факторы, приводящие к  такому формированию. 
При получении успешного результата можно 
было бы провести послойную сборку трехмерной 
конструкции.

Культивирование элементов клеточной 
стенки
Как было показано ранее, монослои сердечных 
клеток, в том числе с заданной полимерными во-
локнами архитектурой, успешно культивируют-
ся [37]. Однако, несмотря на верифицируемую 
функциональность, то есть способность к  про-
ведению возбуждения и  к согласованному со-
кращению, такие монослои развивают меха-
ническое усилие, явно недостаточное для того, 
чтобы успешно заменить часть сократительного 
миокарда. Предпринимались попытки создать 
сборку из монослоев кардиомиоцитов [38–41], но 
они не привели к  успеху. Не удалось культиви-
ровать конструкцию более чем четырехслойную. 
Основным ограничением выступили физические 
факторы, а  именно диффузия. Обмен веществ 
между клеткой и  окружающей средой базирует-
ся на диффузии. В отсутствие кровеносного рус-
ла это – диффузный обмен клетки метаболитами 
с  инкубирующей средой, происходящий через 

Рис. 1. 
Самоорганизация 
сердечной ткани через 
15 дней после начала 
дифференцировки, 
через 8 дней 
посева. Оптическое 
сканирование на 
конфокальном 
микроскопе 
проводилось с шагом 
3 мкм; толщина 
сфотографированного 
слоя составляет 
около 57 мкм. 
Кардиомиоциты были 
помечены красным 
альфа-актинином, 
зеленые антитела – для 
F-актина. Фотография 
получена на 
микроскопе Zeiss LSM-
710 в лаборатории 
биофизики 
возбудимых систем 
МФТИ (руководитель 
К.И. Агладзе)
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клеточные слои. Увеличение пути диффузионно-
го транспорта до 70–80 микрон, что как раз при-
мерно соответствует четырем клеточным слоям, 
включая межклеточный полимерный матрикс, 
приводит к сильной ишемии и повреждению уда-
ленных от поверхности клеток. Васкуляризация 
растущей сердечной структуры базируется на 
добавлении в  инкубирующую среду факторов 
сосудистого роста, и  в отдельных случаях полу-
чали успешное сокультурирование кардиомио-
цитов и сосудистых клеток [42–45]. Несмотря на 
некоторые успехи в выращивании кровеносного 
русла и, соответственно, относительно успешную 
культивацию 2–3 мм слоев сердечных клеток, для 
трансплантации подобные мышечные лоскуты 
оказываются малопригодны, так как сосудистое 
русло имплантата развивается спонтанно и  без 
всякого соответствия с сосудистым руслом реци-
пиента [46–48].

Ранее мы предложили способ преодоления 
этой проблемы [37]. Сначала выращиваются от-
дельные слои клеток на подвешенных полимер-
ных волокнах, дающих ажурную сократитель-
ную конструкцию (рис. 3). Далее проводится 
сборка подобных ажурных слоев в  многослой-
ную конструкцию по схеме, изображенной на 
рис. 4. Таким образом предполагалось получить 
губчатую пористую мышечную структуру, ко-
торая вследствие периодических сокращений 

обеспечивала бы прокачку инкубирующей жид-
кости (или крови при имплантации), поддержи-
вающую жизнеспособность имплантата во время 
развития сосудистой системы, прорастающей из 
тканей реципиента. Следует отметить, что про-
стое помещение клеток в губчатую структуру из 
альгинатов не обеспечивает межклеточные вза-
имодействия, ответственные за проведение воз-
буждения, а слои клеток на подвешенных волок-
нах, как было показано нами, – обеспечивают [37].

Восстановление проводящей системы 
сердца 
Понимая, что главная сложность в  выращива-
нии сердечных имплантатов заключается в  их 
физическом объеме, разумно найти такие эле-
менты сердечно-сосудистой системы, которые 
не подвержены влиянию факторов объема и мо-
гут выживать какое-то время в отсутствие васку-
ляризации. Проще говоря, представляют собой 
достаточно небольшие клеточные образования, 
и их культивирование не проблематично с точки 
зрения обмена метаболитами со средой. К подоб-
ным клеточных образованиям, относится сину-
совый узел, основной водитель ритма в  сердце. 
При развитии брадикардий вследствие слабости 
синусового узла используется электрокардиости-
муляция. Несмотря на достижения в  этой обла-
сти, превосходная паллиативная стимуляция 
сопряжена с  определенными ограничениями, 
а именно: плохой ответ на реакцию автономной 
нервной системы, потребность в  мониторин-
ге и  технической поддержке системы стимуля-
ции (в том числе необходимость замены батареи 
устройства / электродов), инфицирование систе-
мы стимуляции, а также большая проблема адап-
тации системы стимуляции к  росту и  развитию 
организма у педиатрических пациентов [49].

В получении пейсмекерных клеток в  на-
стоящее время существуют две стратегии. 
Первая  – трансфекция обычных желудочковых 
или предсердных кардиомиоцитов генным ма-
териалом, ответственным за синтез канальных 
белков и  сборку мембранных каналов, напри-
мер, HCN212  [50]. Вторая  – получение пейсме-
керных клеток из ИПСК пациента [51]. Однако 
одного наличия пейсмекерных клеток недоста-
точно для успешного создания биопейсмекера. 
Попытки имплантировать пейсмекерные клетки 
путем инъекции в  миокард реципиента оказа-
лись малоэффективными [22, 23, 50]. Выходом 
может стать выращивание пейсмекерных кле-
ток на полимерных подложках до состояния 
тканево-инженерных лоскутов, пригодных для 

Рис. 3. Слой крысиных 
неонатальных кардио-
миоцитов на субстрате 
из подвешенных 
полимерных волокон 
(полиметилглюта-
римидные волокна, 
покрытые слоем 
фибронектина). Фото-
графия получена в ла-
боратории биофизики 
возбудимых систем 
МФТИ (руководитель 
К.И. Агладзе) (публику-
ется впервые)

А Б Рис. 2. Оптическое 
картирование 
клеточного монослоя 
кардиомиоцитов, 
полученных из 
человеческих 
индуцированно-
плюрипотентных 
стволовых клеток 
с помощью Fluo-4. 
Изохрональная карта 
распространения 
волн: стимуляция 
1 Гц (А) и 0,5 Гц (Б). 
Флюоресцентные 
фотографии получены 
с помощью камеры 
Andor-897-U 
в лаборатории 
К.И. Агладзе 
в Университете Киото 
(Laboratory at the 
Institute for Integrated 
Cell-Material Sciences, 
Kyoto University, Japan) 
(публикуются впервые)
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имплантации, таких, как описано в  работах [52, 
53]. Альтернативно лоскутам пейсмекерные клет-
ки могут выращиваться на микроносителях, 

поскольку известно, что даже единичное поли-
мерное волокно способно обеспечить субстрат 
для прикрепления и развития сердечной клетки 
[37]. Таким образом, считаем перспективной раз-
работку микроносителей для клеточного матери-
ала на основе фрагментов полимерных волокон, 
и эти работы в настоящее время ведутся в лабо-
ратории биофизики возбудимых систем МФТИ.

Заключение
Основной преградой на пути развития тех-
нологий регенерации сердечной ткани лежит 
«фактор объема»  – невозможность в  настоящее 
время культивировать достаточно объемные 
(«толстые») фрагменты сердечной ткани. В  пер-
спективе это препятствие может быть преодолено 
с  помощью методов выращивания васкуляризи-
рованной сердечной ткани с заданной архитекту-
рой сосудистого русла. До появления подобных 
методов, по-видимому, возможно выращивание 
отдельных относительно небольших элементов 
миокарда типа синусового узла. 

Рис. 4. Проектирование многослойных лоскутов сердечной ткани с контролируемой 
архитектурой из первичных клеток и индуцированно-плюрипотентных стволовых клеток. 
Метод предложен и опробован в лаборатории биофизики возбудимых систем МФТИ 
(руководитель К.И. Агладзе) (схема публикуется впервые)

Первый шаг: приготов-
ление держателя из 
полидиметилсилокса-
на с нановолокнами

Второй шаг: сборка 
сетчатых клеточных 
слоев

Пористый лоскут 
сердечной ткани
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The potential of heart tissues for self-regeneration 
is not high and supposedly limited to a small num-
ber of the niche stem cells. This makes it extremely 
important to develop regenerative technologies 
for the myocardium based on modern techniques, 
for instance, cell re-programming and 3D bio-
printing. However, it is often difficult to differen-
tiate the sensational reports regularly appearing 
in mass media on “breakthrough” technologies 
from those that really have practical applications. 
The article sets out a point of view on the popular 
technologies for the regeneration of cardiac tis-
sues and myocardium as a whole and reviews their 
drawbacks. The main problems of the bioprinting 
approach being actively developed include a low 
differentiation level with printing by stem cells 
that does not allow for a full-fledged cardiac tissue 
without foreign inclusions, as well as technological 
impossibility, when printing with stem cells, to set 
up their links with other cells during cell delivery 
in their corresponding matrix locations. Despite 
some optimistic reports on the good performance 
on stem or induced pluripotent cells injections 

into the myocardial injury zone that were first 
made public about 20  years ago, nowadays this 
idea seems rather doubtful, because in the recent 
years there has been virtually no positive effect of 
this procedure with a serious risk of complications. 
As far as growing of heart muscle elements is con-
cerned, the main challenge is the development of 
the “proper” vascularization of the muscle being 
grown. At the same time, one has to emphasize 
practical feasibility of growing relatively small 
myocardial elements, such as sinus node.
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Применение искусственного интеллекта 
для анализа медицинских данных
Бурсов А.И.1

Искусственный интеллект (ИИ) и  машинное 
обучение успешно применяются в  медицине 
и  решают широкий круг задач, постепенно 
превращаясь из вспомогательного инстру-
мента в  хороших помощников медицинского 
персонала. В  основе работы ИИ лежит ана-
лиз медицинских данных и  их обработка по 
заданным алгоритмам. В  настоящее время 
анализируются не только данные объек-
тивного осмотра и  анамнеза пациента, но 
и  результаты анализов и  обследований на 
медицинском оборудовании. Применение 
подобных инструментов повышает эффек-
тивность врача, избавляя его от выполнения 
ряда рутинных операций, таких как ведение 

части медицинской документации и описание 
нормы при проведении обследований. Одна 
из значимых проблем применения ИИ в меди-
цине  – подготовка корректных медицинских 
данных для обучения алгоритмов, так как для 
этого требуется большое количество времени 
специалистов узкого профиля. Возможным 
решением видится создание объединенной 
платформы хранения медицинских данных, 
где врачи смогут готовить данные для при-
менения ИИ в  своей специальности. Это по-
зволит в  будущем повысить эффективность 
применения машинного обучения в медицине 
благодаря анализу разноплановых данных из 
различных источников.

Ключевые слова: искусственный интеллект, 
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Т о ч к а  з р е н и я

В настоящее время искусственный интел-
лект (ИИ) и  машинное обучение приме-
няются в  различных областях медицины 
и позволяют решать широкий круг задач: 

от определения патологии на рентгенологических 
снимках до постановки диагноза и  составления 
плана лечения на основании данных из истории 
болезни пациента [1]. В настоящей статье рассма-
триваются некоторые пути приложения ИИ к ана-
лизу различных типов медицинских данных и ос-
новные возможности, которые подобные решения 
предоставляют врачу-клиницисту и пациенту.

Анализ графической информации
Радиология была одним из первых направлений 
в медицине, где ИИ начали применять для анали-
за изображений. Врачи-рентгенологи получили 
возможность обрабатывать изображения в  ав-
томатическом режиме, отфильтровывать нор-
му и делать заключения только для снимков, по-
меченных программой как патологические [2]. 
Позднее, благодаря накоплению новых данных, 
системы ИИ научились классифицировать сним-
ки по различным патологиям, определяя то или 
иное состояние с вероятностью от 0 до 100% [3]. 
Сегодня происходит переход от ретроспективного 
анализа к  прогностической модели  – алгоритмы 

учатся определять риск развития таких патологий, 
как инсульт или распространение метастазов при 
новообразованиях головы и шеи, до их фактиче-
ского появления. В перспективе это может способ-
ствовать оказанию помощи на раннем этапе забо-
левания и уменьшению потенциального риска для 
здоровья [4, 5].

Одна из областей применения ИИ  – офталь-
мология, где алгоритмы машинного обучения 
используются для поиска патологических измене-
ний на глазном дне: диабетической ретинопатии, 
возрастной макулярной дегенерации, новообразо-
ванных сосудов. На изображениях переднего от-
резка глаза распознаются врожденная катаракта, 
кератоконус, эктазия роговицы [6, 7]. Это позво-
ляет врачу-офтальмологу тратить меньше време-
ни на идентификацию патологии и, потенциально, 
использовать подобные решения в скрининговых 
исследованиях.

Искусственный интеллект активно применяет-
ся в лабораторной диагностике, микроскопии, ми-
кробиологии, патоморфологии. С помощью фото- 
и видеофиксации можно использовать алгоритмы 
анализа изображений и машинного обучения для 
автоматической идентификации тканей, сегмен-
тирования отдельных клеток, определения и  из-
мерения патологических очагов непосредственно 
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в  процессе исследования. Подобные результаты 
нашли широкое применение в таких областях ме-
дицины, как онкология, гепатология, кардиология, 
внося свой вклад в  повышение качества диагно-
стики и лечения [8].

Современные системы анализа изображений 
способны генерировать текстовые описания ре-
зультатов своей работы, что избавляет специали-
ста от необходимости писать заключение вруч-
ную.

Перспективным направлением для исследова-
ний и разработок в области анализа изображений 
представляется анализ изображений низкого ка-
чества и отсканированных с бумажных носителей. 
Информация, хранимая на бумажных носителях 
(амбулаторные карты, истории болезни, распечат-
ки исследований), при оцифровке составит более 
полную картину состояния здоровья пациента. 
С технологической точки зрения подобные разра-
ботки позволят более точно обучать существую-
щие системы ИИ.

Анализ медицинских данных с приборов
Среди наиболее востребованных направлений 
анализа медицинских данных с  приборов выде-
ляется дистанционное снятие и  расшифровка 
электрокардиограммы. Процесс выстраивается 
следующим образом: пациент использует мобиль-
ный кардиограф, устройство передает данные на 
смартфон, откуда они отправляются в  облачное 
хранилище для расшифровки, после чего заключе-
ние и рекомендации приходят на мобильный теле-
фон или электронную почту пользователя [9].

По описанной схеме работают и другие прибо-
ры, например, термометры, тонометры и  прочие 
носимые устройства [10, 11], информация с кото-
рых может сохраняться и использоваться для по-
следующего анализа [12].

Для дальнейших исследований представляет 
интерес применение данных с  носимых спортив-
ных устройств (пульсометры) в  медицинских це-
лях. В настоящее время портативные пульсометры 
и фитнес-браслеты по точности данных уступают 
стационарному медицинскому оборудованию. Но 
ежегодно выпускаются новые модели устройств, 
что дает основания надеяться на постепенное 
повышение точности данного класса приборов. 
Возможность получать и  обрабатывать данные 
о пульсе, сне и активности человека видится важ-
ной технологической и  медицинской задачей. 
Таким образом решается вопрос о  мониторинге 
состояния здоровья человека в  постоянном ре-
жиме (фитнес-браслеты) и  периодически, напри-
мер, во время тренировок несколько раз в неделю 

(пульсометры), в отличие от более информативно-
го, но гораздо менее регулярного посещения врача.

Обработка естественного языка
Обработка естественного языка (англ. natural 
language processing, NLP)  – научная область на 
стыке информатики, ИИ и лингвистики, изучаю-
щая проблемы компьютерного анализа и синтеза 
текстов и речи на естественных языках. 

В медицине NLP применяется в нескольких на-
правлениях. Одно из них – семантический анализ 
медицинских текстов и  информационный поиск, 
когда система анализирует записи врача и  кате-
горизирует их по заданным параметрам. Это по-
зволяет машине корректно фильтровать различа-
ющиеся формулировки одного и того же диагноза 
у  разных специалистов [13]. Другое направление 
сопряжено с  извлечением информации, то есть 
обработкой большого объема текстовых данных. 
В частности, при анализе результатов клинических 
исследований алгоритм выделяет в тексте термины 
и темы, а также формирует короткий отчет [14].

К малоизученным направлениям исследова-
ний в  области анализа естественного языка от-
носится сопоставление и  анализ медицинских 
данных и информации из социальных сетей. Так, 
если после операции по протезированию колен-
ного сустава пациент решает пробежать марафон, 
система анализирует профиль пользователя в со-
циальной сети, фиксирует повышение нагрузки 
и изнашиваемости сустава и отправляет пациенту 
уведомление о необходимости прохождения кон-
трольного осмотра раньше срока, назначенного 
врачом.

Анализ речи
Анализ речи используется в логопедии для обна-
ружения и  диагностики речевых нарушений [15, 
16]. А  в  перспективе можно будет проводить ко-
личественную оценку улучшения состояния рече-
вых функций пациента в процессе и после лечения 
(в противовес субъективной оценке динамики).

Другая область применения анализа речи  – 
психиатрия, где с помощью этой технологии опре-
деляют уровень стресса [17] и апатии у взрослых 
[18].

В клинической практике используются голо-
совые помощники. Они дают возможность пере-
вести речь врача в  текст, например, при ведении 
медицинской документации, или выполнить про-
стейшие действия на компьютере [18, 19].

В настоящее время количество технологий 
распознавания голоса невелико, наиболее инте-
ресным вектором развития этого направления 
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представляется усовершенствование голосовых 
помощников для работы с различными языками, 
акцентами, медицинскими специальностями, в ус-
ловиях присутствия посторонних шумов и других 
мешающих факторов.

Проблематика разметки медицинских 
данных
Для обучения алгоритмов необходимо, чтобы дан-
ные, которые они анализируют, были корректно 
размечены (например, на рентгеновском сним-
ке специалист обрисовывает область затемнения 
и помечает ее для программы как патологический 
очаг). Сейчас большинство медицинских данных 
размечаются врачами в  ручном режиме. У  это-
го подхода есть ряд недостатков: децентрализа-
ция  – отсутствие единой платформы, где врачи 
могут размечать медицинские данные; дороговиз-
на – высокая стоимость рабочего времени квали-
фицированного специалиста; отрыв от работы  – 
специалист во время разметки данных не может 
заниматься лечебной деятельностью; необходи-
мость достаточной квалификации – качественную 
разметку данных может проводить только специа-
лист узкого профиля.

Возможным решением проблемы видится со-
здание указанной платформы, собирающей меди-
цинские данные из разных источников и  позво-
ляющей медицинским работникам размечать их 
в формате краудсорсинга (мобилизация ресурсов 
большого количества людей с  целью решения 
определенных задач [20]).

Проблематика внедрения искусственного 
интеллекта в медицину
Одной из наиболее значимых проблем полноцен-
ного внедрения ИИ в  медицину остается отсут-
ствие сформированной законодательной базы 

и регулирующих органов. Первым шагом к реше-
нию данной задачи стал закон о  телемедицине, 
вступивший в силу 1 января 2018 года. Однако на 
момент написания данной статьи закона, разъяс-
няющего применение ИИ в медицине, не принято.

Следующим проблемным моментом является 
недостаточность верифицированных медицин-
ских данных и  сам подход к  верификации, по-
скольку мнения двух специалистов могут разли-
чаться в каждом конкретном клиническом случае, 
и  не представляется возможным приоритизиро-
вать решение одного из них (при условии схоже-
сти квалификации и опыта работы).

Нельзя не упомянуть трудности, связанные 
с  защитой информации. Наибольшую опасность 
здесь представляет передача данных с  медицин-
ских приборов, так как многие из них обладают 
низкой степенью защиты, что позволяет третьим 
лицам не только получать незащищенные меди-
цинские данные, но и подделывать их, саботируя 
работу медицинского персонала [21].

Заключение
Искусственный интеллект все больше проникает 
в медицину. Количество коммерческих компаний, 
разрабатывающих технологические решения для 
нужд здравоохранения, растет с  каждым годом. 
Уже сейчас ИИ может стать хорошим помощни-
ком врача для определения одной или нескольких 
патологий. К  сожалению, область применения 
ИИ преимущественно ограничивается решени-
ем точечных проблем. Это связано с  малым ко-
личеством верифицированных данных, низкой 
степенью защиты медицинских приборов и  от-
сутствием законодательной базы. В  перспективе 
наибольшую эффективность будут иметь систе-
мы, способные комплексно анализировать разно-
плановые данные из различных источников. 
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Artificial intelligence (AI) and machine learning 
are successfully used in medicine and solve a wide 
spectrum of tasks, gradually evolving from an 
additional tool into good assistants of medical 
personnel. The AI functioning is based on the 
analysis of medical data and their managements 
according to preset algorithms. Currently not only 
data obtained by objective examination and his-
tory assessment of the patient are used, but also 
results of the laboratory work-up and instrumen-
tal investigations. The use of such tools improves 
a  physician's efficacy, releasing him from perfor-
mance of a  number of routine procedures, such 
as maintenance of a  part of medical records and 
description of normal results of assessments. One 
of the important challenges of the AI use in med-
icine is the preparation of correct medical data 
for algorithm learning that requires a  lot of time 
allocated by subject matter specialists. A potential 

solution could be a creation of a unified platform 
for medical findings archiving, where clinicians 
would be able to prepare data for the use of AI in 
their specialties. In future, it would make it possi-
ble to improve the efficacy of machine learning in 
medicine due to analysis of diverse data from var-
ious sources.
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Современное состояние и перспективные 
инновационные направления развития 
способов стерилизации биоимплантатов

Розанов В.В.1, 2 • Матвейчук И.В.2

Авторами проанализировано современное со-
стояние способов стерилизации костных им-
плантатов. Проблема создания эффективных 
способов стерилизации биоимплантатов еще 
далека от оптимального решения и  остается 
актуальной. Среди причин, ограничивающих 
дальнейшее развитие основных методов сте-
рилизации биоматериалов, выделяется нали-
чие ограничений, связанных с  применением 
каждого из существующих способов в отдель-
ности, а также использование технологий сте-
рилизующего воздействия. Сравнительный 
анализ основных методик стерилизации био-
имплантатов, используемых в  медико-биоло-
гических приложениях (обработка оксидом 
этилена, радиационное воздействие, обра-
ботка влажным теплом, использование жид-
ких сред, озоновая стерилизация), позволяет 
сделать вывод о  преимуществах применения 
радиационной стерилизации. Однако при та-
ком выборе возникает дилемма: повышение 
дозы облучения усиливает стерилизационный 
эффект радиационной обработки, но в  то же 
время приводит к  многочисленным морфо-
логическим изменениям тканей, ухудшению 
их механических характеристик, разрушению 
морфогенетических белков и, как прямое 
следствие,  – к  снижению эффективности про-
цесса репаративного остеогенеза. В  резуль-
тате отмеченных изменений пластический 
материал может оказаться непригодным для 
клинического применения. Одним из реаль-
ных подходов к решению указанной проблемы 
представляется максимально возможное сни-
жение дозы поглощения в  процессе радиаци-
онной обработки биоматериалов, по крайней 
мере до величины порядка 15 кГр. Разработки 
авторов последних лет показывают, что 

достижение такого результата может быть 
обеспечено путем использования комбини-
рованных методик стерилизации, основанных 
на сочетанном воздействии на стерилизуемый 
пластический материал физических и  хими-
ческих факторов. При взаимном усилении 
стерилизующего воздействия этих факторов 
создаются предпосылки для их синергетиче-
ского эффекта, а  интенсивность воздействия 
каждого из факторов может быть снижена. Это 
позволяет уменьшить и  степень вредного по-
бочного действия каждого из них в отдельно-
сти при усилении суммарного эффекта. Успех 
поиска инновационных подходов к  решению 
актуальных проблем стерилизации костных 
биоимплантатов, к  разработке современных 
здоровьесберегающих технологий может 
быть обеспечен только благодаря объедине-
нию усилий специалистов смежных наук, что 
позволит создать прорывные технологии в об-
ласти стерилизации и оптимизировать данный 
процесс при достижении его высокой эффек-
тивности.

Ключевые слова: биоимплантология, костная 
ткань, озон, стерилизация, радиационное воз-
действие
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Биологический пластический материал, 
используемый при проведении рекон-
структивно-восстановительных опе-
раций в  травматологии, ортопедии, че-

люстно-лицевой, спинальной хирургии, при 
хирургических вмешательствах, связанных с  за-
меной тех или иных фрагментов органов и  тка-
ней, должен удовлетворять различным специ-
фическим условиям и  требованиям, главным из 
которых можно считать непременно высокий 
уровень безопасности, исключающий возмож-
ность внесения любых инфекций в  организм 
реципиента. В  этой связи технологические про-
цессы, обеспечивающие стерильность переса-
живаемых имплантатов, постоянно находятся 
в  центре внимания. Наряду с  этим существует 
и  другая задача, решению которой в  настоящее 
время уделяется недостаточно внимания,  – обе-
спечение безопасности персонала тканевых бан-
ков. Эти сотрудники находятся в  постоянном 
контакте с  биоматериалом на всех этапах изго-
товления биоимплантатов, начиная с  момента 
заготовки и первичной обработки биоматериала.

При наличии жестких правил отбора донор-
ского материала и обязательного контроля за их 
выполнением на практике всегда сохраняется вы-
сокая степень риска, связанная с  исходным ин-
фицированием донорских тканей, как костной, 
так и мягких, крови и костного мозга. При этом 
удаление костного мозга с  последующим вымо-
раживанием фрагментов кортикальной и  спон-
гиозной костной ткани, по данным специальных 
исследований [1], не обеспечивает надежной ней-
трализации вируса иммунодефицита человека 
(ВИЧ). Аналогичные данные имеются и  по дру-
гим биотканям, например, по крови. А  экспери-
менты по криоконсервации при -80 °С в течение 
17 недель реберных хрящей, взятых у умерших от 
СПИДа доноров, показали лишь некоторое сни-
жение вирусной активности без надежных гаран-
тий безопасности для будущих реципиентов [2].

Даже при заготовке тканей в  стерильных ус-
ловиях при исследованиях аллоимплантатов 
на стерильность выявляются микроорганизмы 
с  низкой патогенностью (а  у  3% и  с  высокой  – 
главным образом кожные штаммы) [3]. Исходная 
обсемененность заготавливаемого биоматериала 
может быть вызвана многими неконтролируе-
мыми факторами  – от инфицирования донора 
до нестерильных условий обработки и изготовле-
ния имплантата. Следовательно, на всех стадиях 
технологического процесса необходимы как тща-
тельный контроль, так и выбор адекватных мето-
дик обработки и стерилизации биоматериала.

Сложность практического решения проблемы 
достижения необходимого уровня стерильно-
сти имплантатов связана еще и с тем, что любое 
стерилизующее воздействие (гипертермия, хи-
мическая, радиационная обработка и др.) может 
приводить к определенным изменениям свойств 
и  характеристик биологических тканей. В  свою 
очередь, это может негативно сказаться на воз-
можности их дальнейшего использования как 
пластического материала [4–8]. Вышесказанное 
касается как изменения архитектоники образцов, 
так и  денатурации белковых структур биоим-
плантатов [9].

Вопросы стерилизации биоимплантатов во-
обще и  костных имплантатов в  частности ре-
гулируются в  Российской Федерации рядом 
национальных государственных и  межгосудар-
ственных стандартов. Государственный стандарт 
Российской Федерации ГОСТ Р ИСО 14602-99 
устанавливает, что требования к  стерилизации 
имплантатов должны соответствовать положе-
ниям раздела 9 ГОСТ Р ИСО 14630-2017. При этом 
в существующих стандартах (как национальных, 
так и  межгосударственных) в  первую очередь 
определяется допустимая степень стерильности 
для имплантатов с  финишной стерилизацией. 
Эта величина устанавливается как вероятност-
ная характеристика, а  именно как «вероятность 
того, что микроорганизм может выживать не-
зависимо от степени проведенной обработки». 
Подразумевается, что эффективность уничто-
жения патогенных микроорганизмов, достига-
емая с  помощью физических и  химических воз-
действий в процессе стерилизации медицинских 
изделий, может быть описана экспоненциальной 
зависимостью. В  этом случае всегда существует 
определенная вероятность выживания некоторо-
го количества патогенов. Стандарт устанавлива-
ет: «…для имплантатов с  финишной стерилиза-
цией, маркированных надписью «СТЕРИЛЬНО», 
теоретическая вероятность присутствия жизне-
способных микроорганизмов должна быть не бо-
лее 1 × 10-6».

В дополнение к этому важно подчеркнуть, что 
стерильные изделия медицинского назначения 
и  в частности биоимплантаты относятся к  той 
особой категории продукции, уровень стерильно-
сти которой невозможно проверить у каждого из-
делия путем осмотра или испытания. В силу дан-
ной особенности устанавливается, что «процессы 
стерилизации должны подвергаться валидации 
перед использованием, а  выполнение процес-
са должно постоянно контролироваться». Более 
того, в последней редакции межгосударственного 
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стандарта ГОСТ ISO 11135-2017, действующего 
с  1  сентября 2018  г., прямо указывается: «…экс-
позиция правильно валидированному и  точно 
контролируемому процессу стерилизации не 
является единственным фактором, связанным 
с  обеспечением надежной гарантии того, что 
продукт стерилен и в этом отношении пригоден 
к использованию по назначению». Именно поэто-
му уделено внимание еще нескольким факторам, 
включающим в себя:

а) «микробиологическое состояние входящих 
сырьевых материалов и/или компонентов;

б) валидацию и текущее управление любыми 
процедурами очистки и дезинфекции, использу-
емыми с продуктом;

в) управление окружающей средой, в которой 
продукт производится или перерабатывается, со-
бирается и упаковывается;

г) управление оборудованием и процессами:
 9 управление персоналом и его гигиеной;
 9 способы упаковки и материалы, в которые 

продукт упаковывается;
 9 условия хранения продукта».

Все эти вопросы и  процессы регулируются 
специальной серией стандартов ГОСТ Р ИСО 
9000. Уместно перечислить  нормативные доку-
менты, которыми следует руководствоваться при 
использовании основных видов стерилизации. 
Так, применение при стерилизации импланта-
тов оксида этилена регламентируется ГОСТ ISO 
11135-2017. Если имплантаты стерилизуют ме-
тодом радиационной обработки, применяются 
ГОСТ ISO 11137-1-2011 и  ГОСТ ISO 11137-2-2011. 
При использовании технологии паровой стери-
лизации необходимо руководствоваться ГОСТ 
ISO 17665-1-2009 (см.  ГОСТ Р 56893-2016/ISO/TS 
17665-2:2009). Для случая стерилизации жидкими 
средами имплантатов, содержащих материалы 
животного происхождения, применяется ГОСТ Р 
ИСО 14160-2003. Если имплантаты стерилизуют 
любым другим методом стерилизации, должен 
применяться ГОСТ Р ИСО 14937-2012.

Основные виды стерилизации 
биоимплантатов
Руководствуясь приведенным перечнем видов 
стерилизации, остановимся несколько подробнее 
на особенностях и  характеристиках каждого из 
них.

Обработка оксидом этилена
Стерилизация оксидом этилена  – довольно ста-
рый, достаточно универсальный и  весьма рас-
пространенный метод низкотемпературной 

стерилизации. Несмотря на имеющиеся критиче-
ские замечания, этот метод и  сегодня еще охва-
тывает половину рынка. К  его неоспоримым 
преимуществам можно отнести высокую эффек-
тивность, низкую стоимость и применимость для 
самых разных материалов. Это также ни в  коем 
случае не единственный метод стерилизации, 
который создает потенциальную опасность в ме-
сте работы, и, подобно другим методам, устране-
ние этих опасностей не включает решения, кото-
рые могут подорвать смысл и  прибыльность его 
использования [10]. Достоинства метода также 
включают высокую проникающую способность 
газообразного реагента. Эксперименты показы-
вают, что лиофилизированная губчатая и корти-
кальная кость не создают барьера для быстрой 
диффузии газа [11]. Некоторые исследователи 
считают, что для более эффективного проник-
новения окиси этилена в  пористую структуру 
костной ткани целесообразно предварительно 
произвести ее очистку путем обезжиривания 
и  сублимационной сушки [12]. При этом, по их 
мнению, удается несколько снизить и  отрица-
тельное действие оксида этилена через уменьше-
ние остаточного уровня содержания этиленокси-
да и  его токсичных побочных продуктов после 
стерилизации. Вообще при реализации данной 
технологии уровню остаточного содержания ок-
сида этилена в готовом изделии уделяется особое 
внимание. Эта величина должна быть не выше 
значения, установленного в  специальном стан-
дарте ГОСТ Р ИСО 10993-7-2009.

В целом вся процедура стерилизации био-
имплантатов оксидом этилена жестко регла-
ментирована положениями соответствующего 
стандарта (ГОСТ ISO 11135-2017). На подготови-
тельном этапе в  обязательном порядке прово-
дится планирование процедуры стерилизации 
с определением целого ряда важных параметров, 
таких как температура, влажность, бионагрузка, 
время аэрации, целесообразность использова-
ния биологического индикатора для аттестации 
оборудования, текущего контроля и  др. При не-
обходимости для обеспечения оптимальных ус-
ловий технологического процесса рекомендуется 
проводить предварительное кондиционирование 
обрабатываемого образца (выдерживание в  ус-
ловиях определенной температуры и  влажно-
сти) для уменьшения продолжительности цик-
ла стерилизации. Затем в  камере стерилизатора 
выполняется обработка стерилизуемой загрузки 
с  соблюдением равномерности распределения 
оксида этилена в  объеме камеры, стабильности 
параметров (давления, температуры) в  процессе 
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всего цикла обработки. На завершающей стадии 
в связи с высокой токсичностью стерилизующего 
агента особое внимание уделяется тщательному 
проведению цикла аэрации  – выведения оста-
точного реагента из пористого объекта стерили-
зации. Процесс осуществляется с  применением 
последовательных циклов понижения давления 
(вакуумирования) в  стерилизационной камере 
и последующего заполнения ее стерильным воз-
духом. Процесс заканчивается загрузкой продук-
ции в стерильную упаковку.

Как следует даже из такого краткого описа-
ния технологии стерилизации оксидом этилена, 
устанавливаемого в  ГОСТ 11135-2017, этот про-
цесс  – достаточно сложный, многоступенчатый 
и  длительный. Все выполняемые процедуры 
подробно прописаны и  четко регламентирова-
ны, начиная от подготовки оборудования и  за-
канчивая контролем за степенью стерилизации 
и  обеспечением безопасности персонала. Опыт 
применения имплантатов, стерилизация кото-
рых осуществлялась по такой методике, свиде-
тельствует о достаточно надежной стерильности 
пластического материала. Тем не менее отрица-
тельные эффекты все же есть и  их необходимо 
учитывать, хотя по этому вопросу существуют 
различные мнения.

С одной стороны, как уже отмечалось выше, 
метод газовой стерилизации с  использованием 
оксида этилена сегодня занимает практически 
половину мирового рынка стерилизации обору-
дования, инструментария, изделий биомедицин-
ского назначения. При этом положительные от-
зывы о его использовании датируются не только 
девяностыми годами прошлого века [13, 14], есть 
и  совсем современные, основанные на результа-
тах последних исследований, например, по пои-
ску решения проблем использования эндоскопи-
ческого оборудования [15]. Существует мнение, 
что несмотря на высокую токсичность используе-
мого рабочего вещества, этот метод более безопа-
сен и меньше повреждает ткани, чем автоклави-
рование или радиационное воздействие, и весьма 
эффективен для инактивации антигенных струк-
тур HBV, HCV и  HIV в  биоимплантатах. В  во-
просе влияния газовой стерилизации оксидом 
этилена на сохранность морфогенетических бел-
ков в  костных имплантатах также нет единства 
и  существуют прямо противоположные точки 
зрения [16, 17]. Ряд исследователей уверенно за-
являют, что оксид этилена не только токсичен, но 
и способен вызывать иммунное отторжение им-
плантатов и даже мутагенный эффект у растений, 
бактерий и лабораторных животных [18]. Вместе 

с  тем и  сегодня, в  XXI веке, сторонники метода 
в некоторых странах (к примеру, в Польше) про-
должают утверждать, что cтерилизация окисью 
этилена является наиболее универсальным и рас-
пространенным методом низкотемпературной 
стерилизации, который характеризуется высокой 
эффективностью, низкой стоимостью и  пригод-
ностью для широкого спектра материалов, а  по 
степени его потенциальной опасности вполне 
сравним с другими технологиями [10].

Радиационная стерилизация
Использование ионизирующего излучения для 
целей стерилизации в последние десятилетия по-
лучает все более широкое распространение [4, 7]. 
Общий объем этих услуг в  мире в  стоимостном 
выражении занимает сегодня место, сопостави-
мое с долей стерилизации оксидом этилена. При 
этом радиационная обработка обладает рядом 
несомненных достоинств. Во-первых, это низ-
котемпературная технология, что крайне важ-
но для биологических материалов; во-вторых, 
ее характеризует высокая проникающая способ-
ность и  возможность обрабатывать материалы, 
помещенные в  герметичную упаковку, которая 
не допускает вторичное инфицирование био-
имплантатов, подвергающихся радиационному 
воздействию. Главным параметром такого воз-
действия является величина поглощенной дозы. 
В  Российской Федерации, как и  в большинстве 
стран, оптимальной считается доза в 25 кГр, что 
соответствует рекомендациям МАГАТЭ. Для 
обоснования именно такого значения был выпол-
нен большой цикл специальных исследований 
[19]. Однако в  некоторых банках тканей Европы 
и  Америки такая доза считается недостаточной 
и  приняты значения в  30  кГр и  даже выше. Но 
и  доза в  25  кГр весьма высокая и  может приво-
дить к существенным деструктивным изменени-
ям тканей [20, 21].

Учитывая это, на всех стадиях изготовления 
имплантатов необходим тщательный промежу-
точный контроль, порядок которого регламенти-
руется соответствующим государственным стан-
дартом (ГОСТ РИСО 13485-2004).

В настоящее время преобладают комплек-
сы радиационной стерилизации, основанные на 
постоянных источниках гамма-излучения. При 
этом интенсивно растет количество установок, 
где в качестве излучателей используются линей-
ные ускорители электронов.

Наиболее простым и  относительно не-
дорогим считается метод с  неподвижным 
источником гамма-излучения, в  качестве 
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которого обычно используется радиоактив-
ный изотоп  60Co. В заводских условиях пеналы 
с радиоактивным изотопом помещают в специ-
альные гамма-ячей ки, через которые прохо-
дят стерилизуемые продукты, упакованные 
в  герметичную тару. Обработка продолжается 
несколько часов, в  течение которых обеспечи-
вается получение необходимой поглощенной 
дозы. При этом обязателен контроль за уровнем 
активности изотопа, который характеризуется 
определенным временем полураспада.

Промышленные установки для стерилизации, 
использующие ускорители электронов высокой 
мощности, привлекательны тем, что их пропуск-
ная способность очень высока, а стоимость обра-
ботки на единицу продукции часто оказывается 
конкурентоспособной с традиционно используе-
мыми методами химической стерилизации.

Появление в  последние годы электронно-лу-
чевых ускорителей следует рассматривать в  ка-
честве возможной альтернативы в  радиацион-
ной стерилизации, так как они обладают рядом 
преимуществ по сравнению с  источниками гам-
ма-излучения, такими как: отсутствие проблем 
хранения, транспортировки и использования ра-
диоактивных материалов; возможность сопряже-
ния с процессом производства для непрерывной 
обработки; высокая производительность.

Для ускорителей электронов, которые исполь-
зуются для радиационной стерилизации, приня-
та следующая классификация:
• низкоэнергетические: ускорители с  энергией 

в диапазоне 400–700 кэВ, ширина луча от 0,5 
до 1,5 м. Применяются для стерилизации по-
верхности тонких пленок, покрытий поверх-
ности древесины и т.д.;

• среднеэнергетические: ускорители в диапазо-
не энергий от  1 до  5  МэВ. Данный тип уско-
рителей может обеспечить луч шириной от 0,5 
до 1,8 м;

• высокоэнергетические: ускорители с  энерги-
ей в  диапазоне от  5 до  10  МэВ обеспечивают 
высокое проникновение и  лучше всего под-
ходят для массового облучения продукта. 
Данный тип ускорителей может обеспечить 
луч шириной до 1,8  м. Глубина проникнове-
ния электронов с энергией 10 МэВ обычно со-
ставляет 50 см (при облучении с обеих сторон) 
при плотности продукта порядка 0,2 г/см3. Эта 
категория ускорителей обычно используется 
для медицинской стерилизации продукта, пи-
щевой дезинсекции, очистки сточных вод.
Для облучения костных имплантатов луч-

ше всего подходят высокоэнергетические 

ускорители, поскольку обеспечивают достаточ-
ную глубину проникновения. Соединительные 
ткани имплантатов  – кости, хрящи, сухожилия, 
связки  – имеют неоднородности по молекуляр-
ному составу. В связи с этим должна быть макси-
мальная проникающая способность при разум-
ных дозах – в пределах 20 кГр.

Однако существующие методы не позволяют 
обеспечить идеальные условия стерилизации.

Любое радиационное воздействие на биологи-
ческие ткани приводит не только к уничтожению 
патогенных микроорганизмов, но и к целому ряду 
нежелательных эффектов. В первую очередь сле-
дует указать на классический радиолиз, происхо-
дящий в тканях при наличии в них воды. Процесс 
этот сопровождается разложением химических 
соединений. Продуктами радиолиза являются 
свободные радикалы, перекисные радикалы с вы-
сокой реакционной способностью. Происходит 
формирование радиотоксинов, при взаимодей-
ствии свободных радикалов с  белковыми моле-
кулами нарушается структура белка, что, в свою 
очередь, может приводить к  нарушению гормо-
нальной, рецепторной, ферментативной и других 
функций белка. Излучение негативно влияет и на 
мембранные структуры клеток.

Не менее существенны изменения, производи-
мые ионизирующим излучением на макроуровне. 
При радиационном воздействии на биоткани in 
vivo эти изменения отмечаются уже при край-
не малых поглощенных дозах. Результаты цикла 
комплексных исследований таких проявлений 
изложены в работе [22], где убедительно показа-
но, что, начиная с дозы в 9 Гр, отмечаются первые 
структурные изменения. Выраженная рарефика-
ция костной ткани, формирование микропере-
ломов, образование грыж Шморля в  позвонках, 
нарушение микроциркуляции в  тканях, изме-
нение структуры стенок сосудов – вот далеко не 
полный перечень морфологических и  физиоло-
гических изменений и нарушений под действием 
ионизирующего излучения в  тканях и  органах 
живого организма. Следует также отметить, что 
те или иные эффекты могут проявляться не сразу 
после воздействия излучения, а через различные 
промежутки времени – от нескольких дней до не-
скольких лет.

Исследования разных авторов [4, 21, 23–25] 
показывают, что при воздействии in vitro из-
менения в  тканях и  различные морфофунк-
циональные нарушения возникают при зна-
чительно (на 3  порядка) больших значениях 
поглощенной дозы. Отмечается, в частности, вы-
раженная фрагментация коллагеновых волокон, 
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расщепление коллагеновых пучков, а при боль-
ших значениях дозы (25–60 кГр) – деструктивные 
изменения ткани с ее локальной гомогенизаци-
ей, разрушением волокон эндо- и  перитенония, 
оплетающих коллагеновые пучки. Выраженные 
изменения свойств и  характеристик биотканей 
наблюдаются как при воздействии гамма-об-
лучения, так и  при использовании пучков бы-
стрых электронов. Существенно изменяются 
и механические характеристики тканей – умень-
шается прочность при сжатии (до 35% при дозе 
28  кГр) и  растяжении (до 10% при дозе 35  кГр) 
[25]. Прочность на изгиб снижается на 11% при 
дозе 17 кГр, на 22% – при 30 кГр и даже до 65% 
при дозе в 65 кГр. С более подробным анализом 
этих и  других изменений можно ознакомиться 
в  обзоре [21]. Главный вывод, который можно 
сделать из этого анализа, состоит в том, что ио-
низирующее излучение является эффективным 
методом стерилизации биоматериалов, однако 
при высоких дозовых нагрузках, начиная с вели-
чины поглощенной дозы в 15 кГр, радиационное 
воздействие приводит к  существенным морфо-
функциональным изменениям биологических 
имплантатов, и, следовательно, необходимо 
стремиться к максимально возможному сниже-
нию дозовой нагрузки (ниже 15 кГр), что позво-
ляет сохранить характеристики биотканей. В то 
же время есть данные о  том, что необходимую 
степень стерильности костных имплантатов 
в ряде случаев можно получить и при поглощен-
ной дозе в 11 кГр [26].

Обработка влажным теплом
Технологии стерилизации изделий медицинско-
го назначения, использующие влажное тепло, 
известны и практически применяются на протя-
жении не одного десятилетия. Эффективность 
стерилизационного воздействия при этом опре-
деляется оптимальным сочетанием двух основ-
ных параметров  – температуры и  продолжи-
тельности воздействия. Примеры комбинации 
минимальных рекомендуемых значений этих 
параметров приведены в  ГОСТ Р 56893-2016/
ISO/TS 17665-2:2009: при температуре 121  °С 
требуется обработка в  течение 15  минут, при 
126 °С – 10 минут, а при повышении температу-
ры до 134 °С достаточно 3-минутной обработки.

В данном стандарте особо подчеркивается, 
что «все перечисленные комбинации базируют-
ся на концепции «полной гибели» с  фактором 
безопасности, который был установлен для на-
сыщенного пара или воды, имеющих контакт 
с  микроорганизмом». При этом акцентируется 

внимание на двух аспектах, связанных с эффек-
тивностью и  безопасностью методики. Первый 
касается перегретого пара, который, как уста-
новлено, не обеспечивает дополнительных га-
рантий стерилизации, а, напротив, «ведет себя 
в  большей степени подобно сухому воздуху 
(газу) и  имеет низкую микробоцидную актив-
ность по сравнению с  насыщенным паром». 
Второй аспект относится к  примесям, которые 
могут содержаться в стерилизующем агенте из-
за наличия в воде, которую нагревают и превра-
щают в пар, либо попадать в воду при контакте 
с материалами и поверхностями при выпарива-
нии и подаче пара в стерилизатор. В любом слу-
чае наличие таких токсичных примесей долж-
но контролироваться на всех этапах процесса, 
включая утилизацию отработанной жидкости.

Важен и  параметр давления, так как необ-
ходимая температура может быть зачастую 
достигнута лишь при повышении давления. 
В  различных справочных руководствах приво-
дятся следующие средние цифры, характеризу-
ющие температуру водяного пара при кипении 
воды при различных значениях давления: при 
1 атм – 120 °С, при 1,5 атм – 127 °С, при 2 атм – 
134 °С. Соответственно, при использовании ав-
токлавов длительность процесса стерилизации 
должна составлять при давлении 1 атм – 1 ч, при 
1,5  атм  – 45  мин, а  при 2  атм  – 30  мин. Однако 
такая обработка рекомендована для металли-
ческих, стеклянных и  резиновых инструмен-
тов и изделий медицинского назначения. Такое 
длительное высокотемпературное воздействие 
на биологические ткани сопряжено с  деструк-
тивными последствиями, связанными как с про-
цессами денатурации белка, так и с возможны-
ми деформациями и локальными нарушениями 
структуры.

Вместе с  тем имеются сообщения [27] о  до-
статочно успешном применении паровой сте-
рилизации при преобладающем мнении, что 
паростерилизованная кость обладает низкой 
механической стабильностью и  ограниченной 
оссификацией, основанной на ремоделировании 
костной ткани с низкой деформацией. При этом 
существуют и  оптимистические мнения отно-
сительно возможности тепловой инактивации 
ВИЧ-инфекции в  аллоимплантатах при специ-
альном режиме обработки [28, 29] с сохранением 
пластических свойств материала. Для инактива-
ции вирусов в костных имплантатах предложен 
метод автоклавирования в течение 30 минут при 
температуре 134 °С. Тем не менее широкого рас-
пространения данные разработки не получили.
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Стерилизация с использованием жидких сред
Использование разнообразных жидких сред 
в качестве стерилизующего агента нашло более 
широкое применение в  практике банков тка-
ней. Эти методики неоднократно подвергались 
справедливой критике со стороны специали-
стов. В  общем случае относительно процессов 
стерилизации медицинских изделий, содер-
жащих материалы животного происхождения, 
соответствующий государственный стандарт 
(ГОСТ Р ИСО 14160-2003) содержит прямое ука-
зание на то, что «жидкие химические стерили-
зующие средства, традиционно используемые 
для стерилизации животных тканей в медицин-
ских изделиях, могут быть неэффективны для 
инактивации патогенных агентов трансмиссив-
ных губчатых форм энцефалопатий…». Тем не 
менее существует и  положительный опыт сте-
рилизации костных имплантатов с  использо-
ванием жидких сред [30], свидетельствующий 
о том, что в этих случаях эффективная стерили-
зация сопровождалась сохранением исходных 
морфомеханических характеристик костных 
фрагментов.

Озоновая стерилизация
Особого внимания заслуживает описание тех-
нологии стерилизации с  использованием озона. 
Известно, что озон характеризуется мощным сте-
рилизующим действием.

Первые попытки медицинского использо-
вания озона предпринимались еще в  XIX веке, 
о чем свидетельствует выданный в 1896 г. Николе 
Тесле патент на первый генератор озона. Начиная 
с 1910 г. он наладил их выпуск для медицинских 
целей.

В начале 30-х гг. XX века стартовало медицин-
ское применение озона в  Европе. В  настоящее 
время он широко используется в  косметологии, 
дерматологии, травматологии и ортопедии, анги-
ологии, гинекологии, гастроэнтерологии, прок-
тологии, ревматологии, урологии, стоматологии, 
хирургии и др. 

Заслуживает внимания тот факт, что в 1972 г. 
было создано Европейское медицинское обще-
ство по применению озона в профилактике и те-
рапии, а в 1992 г. – Ассоциация российских озо-
нотерапевтов, члены которой за прошедшие годы 
выполнили большой объем научных исследова-
ний по изучению механизмов действия озона на 
организм человека и животных, разработали на-
учно обоснованные технологии использования 
озона в  медицине, утвержденные Минздравом 
России.

Значителен антибактериальный и антивирус-
ный эффект применения озона, использованный 
медиками во время военных действий. В  опре-
деленных концентрациях он является деше-
вым и  эффективным дезинфицирующим сред-
ством, экологически безопасным. Не случайно 
в  2001  г. FDA (Food and Drug Administration  – 
Федеральное управление по контролю за пище-
выми продуктами и лекарственными средствами 
США) официально удостоило озон статуса GRAS 
(признанный безвредным), которым маркируют-
ся лекарства и пищевые продукты.

Основные характеристики и  возможности 
выпускаемого сегодня оборудования для озоно-
вой стерилизации можно проиллюстрировать на 
примере продукции отечественной фирмы ООО 
«Орион-Си» [31, 32]  – портативном озонаторе 
«Орион-Си» (ОП1-М). Он позволяет получать на 
выходе озоно-кислородную смесь с  концентра-
цией озона не менее 250  мг/м3 с  максимальной 
производительностью не менее 6  г/ч, осущест-
влять экспресс-дезинфекцию и  экспресс-сте-
рилизацию. Другой пример  – многофункцио-
нальный озоновый стерилизатор «Орион». Он 
обеспечивает экспресс-стерилизацию медицин-
ских инструментов, оборудования и  изделий 
с  использованием специальных камер-боксов 
объемом от  0,7  до  250  л. Отсоединенный от ка-
меры-бокса аппарат осуществляет деконтамина-
цию окружающей среды.

Озон известен как эффективный окислитель, 
способный уничтожать множество видов бакте-
рий, вирусов, токсинов. Он окисляет фенолы, пе-
стициды, действуя быстрее и эффективнее хлора. 
Озон способен убивать такие опасные микроор-
ганизмы, как Escherichia coli, Listeria, Streptococcus 
faecalis, Mycobacterium tuberculosis и многие дру-
гие.

Известно, что его бактерицидное действие 
проявляется, начиная с  ничтожных концентра-
ций в  дезинфицирующем растворе  – всего не-
сколько микрограммов на литр воды. Не менее 
эффективно действие озона и в газовой фазе.

Такие уникальные возможности озоновой 
стерилизации экспериментально подтверждены 
в цикле исследований, одним из результатов кото-
рых стала запатентованная сотрудниками науч-
но-исследовательской лаборатории биомедицин-
ских технологий (совместная лаборатория НИЦ 
БМТ ФГБНУ ВИЛАР и МГУ им. М.В. Ломоносова) 
технология изготовления костных имплантатов 
[33], составной частью которой является осу-
ществление предварительной и  окончательной 
(финишной) стерилизации костных фрагментов 
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озоно-кислородной смесью. Применение озоно-
вой стерилизации на этапе заготовки и механи-
ческой обработки фрагментов кости обусловлено 
необходимостью обеспечения безопасности пер-
сонала банка тканей, контактирующего с биоло-
гическим материалом до завершающего этапа 
изготовления имплантатов.

Вопрос оптимизации параметров процесса 
озоновой стерилизации биоимплантатов заслу-
живает отдельного рассмотрения. Все известные 
способы и  устройства для газовой стерилиза-
ции медицинского инструментария, образцов 
биотканей, биоимплантатов работают в соответ-
ствии с  заранее заданным режимом обработки. 
Его параметры  – концентрация реагентов, про-
должительность обработки и др. – устанавлива-
ются на основе предварительных экспериментов, 
которые должны учитывать ряд факторов: осо-
бенности обрабатываемых объектов, виды и сте-
пень их обсемененности, параметры режимов 
обработки, включая температуру, влажность, 
продолжительность воздействия и пр. Учитывая 
возможность наличия на практике множества 
различных вариантов, для обеспечения гаран-
тированно высокой степени эффективности 
процесса стерилизации параметры процесса 
необходимо выбирать с  достаточным «запасом 
прочности». Но реализация такого подхода не-
избежно связана с  дополнительными затратами 
времени, энергии, реагентов, создает неизбеж-
ную повышенную нагрузку на стерилизуемый 
объект, что может негативно отразиться на мор-
фофункциональных характеристиках, остеоин-
дуктивных свойствах биоимплантатов.

Для оптимизации процесса озоновой стери-
лизации авторами было предложено технологи-
ческое решение, которое позволяет оптимизи-
ровать процесс стерилизации, не устанавливая 
конкретное время обработки, а  определяя мо-
мент достижения стерильности объекта по мере 
приближения к  запрограммированному значе-
нию концентраций на входе и  выходе стерили-
зационной камеры. Предлагаемый подход позво-
ляет, с одной стороны, автоматически учитывать 
влияние текущих внешних параметров  – тем-
пературы, влажности, освещенности, флуктуа-
ции концентрации смеси, с другой – обеспечить 
экономию временных и  энергетических затрат 
в  процессе стерилизации. При этом обеспечи-
вается сохранение остеоиндуктивных свойств 
образцов, морфологическая и  биопластическая 
неизменность стерилизуемых объектов, возмож-
ность использования для массовой заготовки им-
плантатов из компактного и губчатого вещества 

кости под постоянным контролем разницы кон-
центраций озоно-кислородной смеси на входе 
и выходе стерилизационной камеры. Допустимое 
значение пороговой разницы в  концентрациях 
устанавливается с учетом скорости естественной 
диссоциации молекул озона. Созданное устрой-
ство защищено патентом Российской Федерации 
[34].

В отдельных исследованиях получают свое 
развитие и  другие методики стерилизации био-
имплантатов с  использованием различных фи-
зических и химических факторов, таких, напри-
мер, как микроволновое и  ультрафиолетовое 
облучение, криообработка, воздействие низко-
температурной плазмы, насыщение лекарствен-
ными средствами и др. [4, 35, 36].

Комбинированные методики стерилизации
Сравнительная оценка перечисленных выше ос-
новных методов стерилизации дает общее пред-
ставление об их достоинствах и недостатках (та-
блица).

Рассмотрение совокупности приведенных па-
раметров и  характеристик данных методик сте-
рилизации биоимплантатов позволяет сделать 
вывод о преимущественном использовании тех-
нологии радиационной стерилизации. Однако 
при ее применении возникает дилемма  – повы-
шение дозы облучения усиливает стерилизаци-
онный эффект радиационной обработки, но в то 
же время способствует многочисленным морфо-
логическим изменениям тканей, ухудшению их 
механических характеристик. Кроме того, уве-
личение радиационной дозы может приводить 
к разрушению морфогенетических белков и, как 
прямое следствие,  – к  снижению эффективно-
сти процесса репаративного остеогенеза [6, 21]. 
В результате может возникнуть ситуация, когда 
пластический материал в силу отмеченных мор-
фологических и  биохимических изменений мо-
жет оказаться непригодным для клинического 
применения. Таким образом, было бы предпоч-
тительно максимально возможно снизить дозу 
поглощения в  процессе обработки биоматери-
алов  – по крайней мере до величины порядка 
15 кГр.

Разработки последних лет показывают, что 
достижение такого результата принципиально 
возможно при использовании комбинирован-
ных методик стерилизации, основанных на воз-
действии на стерилизуемый пластический ма-
териал совокупности физических и химических 
факторов. В  том случае когда удается получить 
взаимное усиление стерилизующего воздействия 
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этих факторов, создаются предпосылки для си-
нергетического эффекта их взаимного действия. 
При этом интенсивность воздействия каждого из 
факторов может быть снижена, благодаря чему 
уменьшается степень вредного побочного дей-
ствия каждого из них в отдельности при усиле-
нии суммарного эффекта.

Рассматриваемый подход, апробированный 
группой авторов с  учетом детального анализа 
опыта многочисленных предшественников  – 
как исследователей, так и  практиков, позволил 
заключить, что существенной особенностью 
и  главным ограничением основных методов 

стерилизации биоимплантатов является «од-
ноэтапность процедуры стерилизации и  одно-
родность (химическая или физическая) при-
меняемых для этого средств» [37]. В  качестве 
возможного варианта выхода из этой ситуации 
был испытан способ стерилизации образцов 
в два этапа.

На первом этапе осуществляли химическую 
обработку костных фрагментов (как нативных, 
так и деминерализованных) в растворе, содержа-
щем семидесятипроцентный этанол (15% по мас-
се), димексид (10%), тимол (0,25%), остальное  – 
дистиллированная вода. Процесс обработки 

Сравнение характеристик различных методов стерилизации

Метод стерилизации Недостатки метода, его ограничения Достоинства метода Источники 
литературы

Оксид этилена Высокая токсичность реагента, побочных продуктов 
обработки

Значительная опасность для окружающей среды, персонала
Необходимость дополнительной обработки для пористых 

материалов
Необходимость тщательной очистки и аэрации после 

стерилизации
Длительность и многоступенчатость технологического 

процесса
Возможность побочных эффектов (иммунное отторжение 

имплантатов, мутагенный эффект у лабораторных 
животных)

Низкотемпературная технология
Высокая эффективность
Низкая стоимость
Применимость для широкого круга 

материалов
Хорошее проникновение в пористые 

структуры

[10–18]

Радиационная 
стерилизация

Высокая стоимость оборудования
Высокие требования к обеспечению защиты от 

ионизирующего облучения персонала, окружающей среды
Большая длительность производственного цикла (для гамма-

облучения)
Возможность негативного влияния продуктов радиолиза, 

радиотоксинов на белковые структуры
Изменения (при высоких значениях поглощенной дозы) 

структуры и свойств биоимплантатов

Низкотемпературная технология
Высокая проникающая способность
Возможность обработки изделий в 

герметичной упаковке
Высокая производительность обработки 

(при использовании пучков быстрых 
электронов)

[4, 6, 19–26]

Паровая стерилизация 
(автоклавирование)

Высокотемпературный метод
Не применим для термонеустойчивых биоимплантатов
Требует строгого контроля состава и характеристик 

используемого пара

Простота, доступность метода
Низкая стоимость технологического процесса
Безопасность для окружающей среды
Кратковременность процесса
Отсутствие токсичности

[27–29]

Жидкие среды 
(формальдегид)

Потенциальная опасность для персонала, окружающей 
среды (токсичность, канцерогенность, аллергенность)

Низкая производительность
Длительность процесса
Эффективен не для всех видов патогенов

Низкотемпературная технология
Низкая стоимость
Сохранность исходных морфомеханических 

характеристик обрабатываемых объектов

[30]

Озоновая стерилизация Невозможность стерилизации упакованных изделий Низкотемпературная технология
Высокая эффективность воздействия на 

различные патогены
Низкая токсичность
Безопасность для окружающей среды
Кратковременность процесса
Низкая стоимость
Хорошее проникновение в пористые 

структуры

[5, 31–34]
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Дополнительная информация
Финансирование

Работа проведена без привлечения дополнитель-
ного финансирования со стороны третьих лиц.

Конфликт интересов

Авторы декларируют отсутствие явных и потенциаль-
ных конфликтов интересов, связанных с публикацией 
настоящей статьи.

Участие авторов

Оба автора внесли существенный вклад в проведение 
исследования и подготовку статьи, прочли и одобрили 
финальную версию перед публикацией.

осуществляли в течение 24 часов при температу-
ре 7  °С. Затем трансплантаты извлекали из сте-
рилизационного раствора, проводили дегидра-
тацию (промакивание салфетками), герметично 
упаковывали в  стерильную тару и  помещали 
в  морозильную камеру, где хранили при темпе-
ратуре -70 °С.

На втором этапе замороженные трансплан-
таты подвергали радиационной обработке гам-
ма-квантами от источника 60Со и снова помещали 
в морозильную камеру до момента клинического 
применения. При этом, по утверждению авто-
ров, достигалась достаточная эффективность 
процесса стерилизации при дозе радиационного 
облучения в  12  кГр. Такая дозовая нагрузка не 
влияла на эффективность репаративного остео-
генеза пластического материала. По мнению ав-
торов, «техническим результатом изобретения 
являются: а) значительное снижение уровня ра-
диоактивного облучения трансплантатов (с  2,5 
до  1,2  Мрад), что способствует лучшему сохра-
нению их морфологических и  биопластических 
качеств; б) усиление стерилизующей активности 
способа за счет комбинированного использова-
ния гамма-лучей и антисептических средств хи-
мического происхождения» [37].

Показательно, что эффект снижения дозы об-
лучения весьма значителен. Однако и это техни-
ческое решение не лишено существенных недо-
статков. Во-первых, для химической обработки 
на начальном этапе комбинированной стерили-
зации используется раствор со значительным 
содержанием воды. Присутствие ее в  растворе, 
а  соответственно, и  в костном образце, создает 
существенные проблемы при последующей ради-
ационной стерилизации. После такой обработки 
необходимо тщательное высушивание образца, 
а  затем его глубокое вымораживание. Наличие 
воды в костной ткани может приводить к неже-
лательным побочным процессам гидролиза при 
радиационном воздействии. Во-вторых, следует 
обратить внимание на температурные режимы 
не только в  процессе радиационной обработки, 
но и в ходе роста и инкубации бактерий, так как 
это может быть существенным фактором, влия-
ющим на эффективность стерилизующего дей-
ствия излучения [38].

Указанные выше недостатки методики ком-
бинированного стерилизующего воздействия 
оказалось возможным преодолеть путем ис-
пользования на первом этапе обработки кост-
ного имплантата озоно-кислородной смесью 
при комнатной температуре [5, 6, 33]. В  каче-
стве экспериментальных образцов использова-
ли прямоугольные фрагменты костной ткани 
быка с  исходной контаминацией смешанной 
микрофлорой. На первом этапе костные образ-
цы в течение 15–20 минут выдерживали в атмос-
фере газообразной озоно-кислородной смеси, 
в проточном режиме с концентрацией 6–8 мг/л. 
Работы проводили в НИЦ БМТ ФГБНУ ВИЛАР. 
На втором этапе осуществляли облучение пото-
ком быстрых электронов на ускорителе непре-
рывного действия УЭЛР-1-25-Т-001 с  энергией 
1 МэВ на базе НИИЯФ имени М.В. Ломоносова. 
Последующие микробиологические исследова-
ния, проведенные в  НИЦ БМТ ФГБНУ ВИЛАР, 
показали, что такая двухэтапная стерилизация 
костных образцов оказывается эффективной при 
поглощенных дозах от 11 кГр. Такие дозы не при-
водят к изменениям остеоиндуктивных свойств 
и  морфомеханических характеристик костной 
ткани. Разработанная технология защищена 
патентом Российской Федерации №  2630464 
«Комбинированный способ стерилизации кост-
ных имплантатов» [39].

Заключение 
Представленные данные свидетельствуют о том, 
что проблема создания эффективных способов 
стерилизации биоимплантатов еще далека от 
оптимального решения и  остается актуальной. 
Поиск инновационных подходов к  ее решению, 
как и  других актуальных медико-биологиче-
ских проблем, составляет основу федеральных 
целевых программ последних десятилетий, 
в  которых значительное внимание уделено здо-
ровьесберегающим технологиям. На успешное 
решение этой важной задачи направлены в  на-
стоящее время усилия специалистов смежных 
наук, что позволит создать прорывные техноло-
гии в области стерилизации и обеспечить опти-
мизацию данного процесса при достижении его 
высокой эффективности. 
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We have analyzed the state-of-the-art methods 
for sterilization of bone implants. The problem of 
finding effective bioimplant sterilization methods 
is still far from its optimal solution and remains as 
urgent as before. The factors limiting further de-
velopment of the main biomaterial sterilization 
methods include limitations related to each ex-
isting method and the use of technologies with 
sterilizing effect. Comparative analysis of the main 
techniques for bioimplant sterilization that are 
used in medical and biological areas (treatment 
with ethylene oxide, radiation, wet warmth, liquid 
media, and ozone) allows for a conclusion on the 
advantages of the radiation sterilization. However, 
the choice is challenged by the dilemma: higher ra-
diation dose would increase the sterilization effect, 
but at the same time can lead to multiple morpho-
logical abnormalities in the tissues, deterioration 
of their mechanical characteristics, destruction 
of morphogenetic proteins and consequently to 
lower efficacy of the reparative bone formation. 
As a  result, the material can become unsuitable 
for clinical use. One of the real approaches to solve 
this problem is to use as low absorbed radiation 
dose as possible during irradiation of biomaterials, 
at least to 15 kGy. The developments made by the 
authors within the last years have shown that such 
a  result can be achieved by the use of combines 
sterilization techniques based on combines effects 

of a  number of physical and chemical factors on 
the biomaterial being sterilized. Mutual enhance-
ment of the sterilizing effects of these factors cre-
ates prerequisites for their synergy, whereby the 
intensity of each factor can be reduced. This makes 
it possible to decrease the degree of harmful ad-
verse events associated with each individual factor 
with higher total effect. The search for innovative 
solutions for the urgent problems of the bone bio-
implant sterilization, for the development of the 
state-of-the-art health-sparing technologies can 
be successful only with unification of the efforts 
by specialists from related sciences. This would al-
low for creating of breakthrough technologies for 
sterilization and for optimization of this procedure 
with achievement of its high efficacy.
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Фотодинамическая терапия солидных опухолей in vitro 
и in vivo с применением комбинации рибофлавина 
и наноразмерных апконвертирующих фосфоров
Шолина Н.В.1, 2, 3 • Акасов Р.А.2, 3 • Хоченков Д.А.1 • Генералова А.Н.3, 4 • Семчишен В.А.3 •  
Хайдуков Е.В.2, 3

Обоснование. Рибофлавин (витамин В2) счита-
ется одним из наиболее перспективных аген-
тов для фотодинамической терапии. Однако 
его применение ограничено возбуждением 
в  ультрафиолетовом (УФ) и  синем диапазонах 
спектра и, как следствие, малой (не более не-
скольких миллиметров) глубиной проникно-
вения в биоткань. Решением данной проблемы 
видится разработка подходов, обеспечиваю-
щих фотовозбуждение молекул рибофлавина 
под действием инфракрасного (ИК) света в глу-
бине опухолевой ткани. В качестве посредни-
ка, способного эффективно преобразовывать 
возбуждающее излучение ближнего ИК диа-
пазона, проникающее в  биоткань на глубину 
до 3 см, в фотолюминесценцию УФ и видимого 
диапазона спектра, могут быть рассмотрены 
наноразмерные апконвертирующие фосфоры 
(НАФ). Цель – оценить эффективность исполь-
зования НАФ для ИК-опосредованной актива-
ции рибофлавина в глубине опухолевой ткани 
при проведении фотодинамической терапии. 
Материал и методы. Водорастворимая фор-
ма рибофлавина  – флавинмононуклеотид 
(ФМН) (Фармстандарт-УфаВИТА, Россия)  – был 
использован в качестве фотосенсибилизатора 
в экспериментах in vitro и in vivo. Эксперименты 
in vitro выполнены на клеточных линиях аде-
нокарциномы молочной железы человека 
SK-BR-3, глиобластомы человека U-87  MG 
и глиомы крысы C6. Карцинома легкого Льюис, 
перевитая мышам-гибридам BDF1, была ис-
пользована в качестве модели для демонстра-
ции доставки ФМН в  опухолевую ткань. Для 
фотоактивации ФМН in vivo применялись НАФ 
со структурой «ядро/оболочка» [NaYF4:Yb3+, 
Tm3+/NaYF4]. Фотодинамическая терапия на ос-
нове ФМН, НАФ и лазерного излучения 975 нм 
проводилась на ксенографтах мыши SK-BR-3. 
Результаты. Показано, что ФМН может высту-
пать в качестве эффективного фотосенсибили-
затора in vitro в  отношении клеточных линий 

SK-BR-3, U-87 MG и C6. Значения IC50 для клеток 
глиомы составляли ~30 мкМ ФМН, а для клеток 
карциномы молочной железы SK-BR-3 ~50 мкМ 
ФМН (24  ч инкубации, облучение 4,2  Дж/см2). 
С использованием модели карциномы легкого 
Льюис установлено, что соответствующая кон-
центрация ФМН (30  мкМ и  выше) может быть 
достигнута в опухоли в результате системного 
введения ФМН (через  2 и  24  часа после вве-
дения). На ксенографтах мыши SK-BR-3 про-
демонстрирован эффект фотодинамической 
терапии с  использованием света ближнего 
ИК диапазона для НАФ-опосредованного воз-
буждения ФМН, торможение роста опухоли 
при этом составило 90 ± 5%. Заключение. 
Продемонстрирована возможность приме-
нения рибофлавина (витамина В2) в  качестве 
фотосенсибилизатора для фотодинамической 
терапии. Использование подхода, основанно-
го на фотовозбуждении ФМН через антисток-
совую фотолюминесценцию НАФ, позволяет 
реализовать метод фотодинамической тера-
пии с применением света из ближнего ИК ди-
апазона спектра.

Ключевые слова: рибофлавин, наноразмер-
ные апконвертирующие фосфоры, фотодина-
мическая терапия, фотосенсибилизатор, свет 
ближнего инфракрасного диапазона
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Фотодинамическая терапия (ФДТ)  – 
перспективный метод лечения он-
кологических заболеваний, который 
основан на способности фотосен-

сибилизаторов (ФС) селективно накапливать-
ся в  опухолевой ткани. Под действием энергии 
лазерного излучения в  сенсибилизированных 
клетках и  тканях развиваются фотохимические 
реакции с  выделением синглетного кислорода 
и  свободных радикалов, что приводит к  гибели 
и  разрушению опухолевых клеток без негатив-
ного влияния на здоровые ткани и органы. ФДТ 
не сопровождается токсическими эффектами, 
осложнениями и может быть повторно проведе-
на в зоне предшествующего лечения. По сравне-
нию с  хирургическим вмешательством ФДТ ме-
нее инвазивна, восстановительный период более 
короткий и благоприятный [1]. Фототерапия су-
щественно расширяет арсенал методов лечения 
опухолей различной локализации, она также ре-
комендована при опухолях, обладающих множе-
ственной лекарственной устойчивостью [2].

В настоящее время в практике используются 
ФС, относящиеся к  порфиринам (первое поко-
ление), хлоринам (второе поколение) и фталоци-
анинам. Все они обладают низкой эффективно-
стью и неравномерностью накопления в опухоли, 
требуется их повторное введение по причине бы-
строго фотообесцвечивания в ходе облучения, и, 
как следствие, препараты проявляют системную 
токсичность при небольшой результативности 
[3].

Поиск более эффективных и менее токсичных 
соединений, лишенных недостатков ФС первого 
и  второго поколения,  – одна из основных стра-
тегий улучшения ФДТ. В качестве альтернативы 
органическим ФС может быть предложен при-
родный рибофлавин, также обладающий фото-
сенсибилизирующими свойствами [4]. При высо-
кой концентрации кислорода в  среде он служит 
даже более эффективным продуцентом синглет-
ного кислорода, чем порфирин, наиболее широко 
используемый в ФДТ [5]. В недавних работах ри-
бофлавин использовался в  качестве фотосенси-
билизатора для лечения рака шейки матки HeLa 
[6] и меланомы В16 [7] in vitro. Основное ограни-
чение использования водорастворимой формы 
рибофлавина – флавинмононуклеотида (ФМН) – 
в качестве ФС связано с тем, что синий свет, необ-
ходимый для его активации, наименее эффектив-
но проникает в биоткань [8].

В качестве решения проблемы мы предлага-
ем использовать наноразмерные апконвертиру-
ющие фосфоры (НАФ), способные эффективно 

преобразовывать возбуждающее излучение 
ближнего инфракрасного (ИК) диапазона, тра-
диционно применяемое для ФДТ, в  фотолюми-
несценцию видимого и  ультрафиолетового (УФ) 
диапазонов спектра и  таким образом активиро-
вать рибофлавин на глубине ткани [9, 10]. Целью 
данной работы была оценка эффективности ис-
пользования НАФ для ИК-опосредованной акти-
вации рибофлавина в глубине опухолевой ткани 
при проведении ФДТ.

Материал и методы
Исследование фототоксичности 
флавинмононуклеотида in vitro 
Клетки аденокарциномы молочной железы че-
ловека SK-BR-3, глиобластомы человека U-87 
MG и глиомы крысы С6 высевали в 96-луночные 
планшеты (5 × 104/мл, 100 мкл на лунку) в полной 
среде RPMI-1640 (Thermo Fisher, США). Через 
24 часа среду заменяли на свежую, содержащую 
10–100  мкМ ФМН (Фармстандарт-УфаВИТА, 
Россия), и  инкубировали в  темноте 90  минут. 
Затем среду удаляли, клетки дважды промы-
вали фосфатно-солевым буфером (PBS, pH 7,4) 
и облучали лазером (ООО «Полироник», Россия, 
мощность 7 мВт/см2) на длине волны 450 нм в те-
чение 10  мин. Через 24  часа жизнеспособность 
клеток оценивали путем добавления 0,5  мг/мл 
МТТ (3-[4,5-диметилтриазол-2-ил]-2,5-дифе-
нилтетразолийбромид, Sigma, США) на 4  часа 
с  последующей элюцией образовавшегося фор-
мазана в  диметилсульфоксид. Результат оцени-
вали спектрофотометрически на длине волны 
540  нм (Multiscan FC, Thermo Scientific, США). 
Выживаемость клеток рассчитывали по формуле: 
OD экспериментальной группы / OD контроль-
ная × 100%. Всего было проведено три независи-
мых эксперимента, каждый из которых включал 
в себя не менее трех повторов для каждой экспе-
риментальной точки.

Накопление флавинмононуклеотида в мышиной 
модели карциномы легкого Льюис
Мышам-гибридам BDF1 (C57Bl/6 × DBA2) переви-
вали модель карциномы легкого Льюис (LLC) из 
банка опухолевых штаммов ФГБУ «НМИЦ он-
кологии им. Н.Н. Блохина» Минздрава России. 
На 10-й  день после перевивки мышам системно 
(через ретроорбитальный синус) вводили ФМН 
в  объеме 150  мкл с  концентрацией 10  мг/мл. 
Через 2 и 24 часа по 2 мыши выводили из экспе-
римента, кожный лоскут удаляли и  сканирова-
ли открытую область непрерывным полупрово-
дниковым лазером с  длиной волны 450  нм при 
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помощи эпилюминесцентной имиджинговой 
системы, разработанной в  Институте фотонных 
технологий РАН (г. Троицк) по предложенной ра-
нее технологии [11]. Спектральная полоса реги-
страции флуоресценции составляла 500–570 нм. 
Полученные изображения были обработаны 
в программном обеспечении XCAP for Windows, 
версия 3.7.120907.083752, позволяющем перевести 
люминесцентные изображения в относительные 
единицы люминесценции ФМН для любой об-
ласти изображения. Для каждого изображения 
в программе XCAP было сделано по 10 измерений 
в  области опухоли и  по 10  измерений в  области 
нормальных тканей.

Синтез наноразмерных апконвертирующих 
фосфоров и их поверхностная модификация для 
биомедицинского применения
Синтез НАФ на основе фторидной матрицы 
NaYF4, допированной ионами лантаноидов (ту-
лия Tm3+, иттербия Yb3+), и модификация их по-
верхности биосовместимым полимерным покры-
тием на основе гидроксида тетраметиламмония 
проводились в соответствии с описанными ранее 
методиками [11, 12].

Фотодинамическая терапия in vivo
ФДТ проводили на модели ксенографтов адено-
карциномы молочной железы человека SK-BR-3 
у мышей. Для этого клетки SK-BR-3 (5 × 105 кле-
ток) имплантировали подкожно в  правый бок 
иммунодефицитных мышей линии Balb nu/nu 
(НПП «Питомник лабораторных животных» 
ИБХ РАН, г.  Пущино). Динамику роста оцени-
вали по формуле: V  =  (длина × [ширина]2) / 2. 
Терапию проводили при достижении опухо-
лью размеров 120 ± 15  мм3. Мышам перитумо-
рально вводили комбинацию ФМН (50  мкл, 
500  мкМ) и  НАФ (25  мкг); через 1,5  часа по-
сле введения опухоль облучали лазером ATC-
C4000-200-AMF-975 (Semiconductor devices, 
Россия) на длине волны 975  нм (900  Дж/см2, 
импульсный режим). В  качестве контроля ис-
пользовали опухоли с  аналогичной комбина-
цией веществ, но без последующего лазерного 
воздействия. Противоопухолевую активность 
определяли как торможение роста опухоли 
[ТРО, %] = (контроль ТРО - экспериментальная 
группа ТРО) / Контроль ТРО × 100%, в  течение 
50 дней. Для оценки тканевой реакции на тера-
пию по 2 мыши из каждой группы выводились 
из эксперимента через сутки после воздействия. 
Гистологические образцы исследовали путем 
окрашивания гематоксилином и эозином.

Этическая экспертиза. Работа выполнена 
в соответствии с этическими принципами прове-
дения биомедицинских исследований, отражен-
ными в  Хельсинкской декларации Всемирной 
медицинской ассоциации, и  утверждена эти-
ческим комитетом ФГБУ «НМИЦ онкологии 
им. Н.Н. Блохина» Минздрава России (номер до-
кумента 2018-034).

Статистический анализ проводили с исполь-
зованием программного обеспечения GraphPad 
Prizm v.5.0 (GraphPad, США). Для сравнения 
групп применяли U-критерий Манна  – Уитни, 
различия принимали статистически значимыми 
при р < 0,05.

Результаты
Оценка токсичности фотоактивированного 
флавинмононуклеотида in vitro
Была оценена темновая и  световая токсичность 
ФМН в  отношении ряда опухолевых клеток in 
vitro, в том числе впервые был изучен цитотокси-
ческий эффект ФМН в отношении клеток глиомы 
U-87 MG и  C6. Показано, что облучение синим 
светом (450 нм, 4,2 Дж/см2) среды, содержавшей 
50 мкМ ФМН, через 24 ч приводило к снижению 
жизнеспособности клеток карциномы молочной 
железы человека SK-BR-3 до 52 ± 8% относитель-
но контроля (среднее ± SD), в  то время как для 

Рис. 1. Жизнеспособность клеток SK-BR-3, U-87 MG и С6. Клетки инкубировали 
в присутствии 50 мкМ ФМН в течение 90 мин и облучали синим светом (450 нм, 4,2 Дж/см2), 
жизнеспособность оценивали методом МТТ-теста через 24 часа (см. подробное 
описание в разделе статьи «Материал и методы»). Выживаемость интактных клеток 
(контроль) принимали за 100%. Оценивали также темновую токсичность 50 мкМ 
флавинмононуклеотида (ФМН) (без облучения) и выживаемость при облучении клеток 
в среде, не содержащей ФМН. На гистограмме приведены средние значения ± SD трех 
независимых экспериментов. Для сравнения групп применяли U-критерий Манна – Уитни, 
была найдена статистически значимая (р < 0,05) разница между экспериментальной 
группой (50 мкМ ФМН + облучение) и контролем, а также между экспериментальной 
группой (50 мкМ ФМН + облучение) и двумя другими экспериментальными группами 
(50 мкМ ФМН без облучения; облучение без ФМН)
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клеток глиомы U-87 MG и C6 снижение выжива-
емости составило 35 ± 7 и 40 ± 4% соответственно 
(среднее ± SD) (рис. 1). При этом в темновых усло-
виях инкубация с ФМН в течение тех же 24 ч не 
приводила к гибели клеток вплоть до концентра-
ции 5 мМ.

Накопление флавинмононуклеотида в опухолевой 
ткани in vivo
Было показано, что ФМН способен накапливать-
ся в  перевитой карциноме легкого Льюис в  ре-
зультате системного введения. Так, через 24  ч 
после введения флуоресцентный сигнал ФМН 
в  опухоли превышал сигнал прилегающих нор-
мальных тканей, при этом визуальный контраст 
составлял 1:5 (рис. 2). Абсолютные значения флу-
оресценции были измерены в  программе XCAP. 
Для каждого животного (n = 2) было сделано по 
10  измерений в  области опухоли и  по 10  изме-
рений в  области нормальных тканей. На основе 
калибровочных измерений концентрация ФМН 
в  опухоли при этом была оценена как 30  мкМ 
и  выше. Важно также отметить, что в  течение 
2 часов с момента введения флуоресценция ФМН 

была сосредоточена на периферии опухоли, в бо-
гатой кровеносными сосудами области, тогда как 
после 24 ч ФМН был распределен по всему объе-
му опухоли.

Фотодинамическая терапия с использованием 
флавинмононуклеотида и наноразмерных 
апконвертирующих фосфоров in vivo
ФДТ с  использованием света ближнего ИК-
диапазона (975  нм) для НАФ-опосредованного 
возбуждения ФМН приводила к  значительно-
му уменьшению объема опухоли по сравнению 
с контрольной группой, ТРО при этом составило 
90 ± 5% (среднее ± SD) через 50 дней после облуче-
ния (рис. 3) (р < 0,05). Через 24 ч после сеанса ФДТ 
по 2 животных из каждой группы выводились из 
эксперимента для патоморфологического анали-
за процессов, протекающих в  опухолевой ткани. 
Результаты гистологического исследования опу-
холей в  контрольной группе характеризовались 
наличием неповрежденных опухолевых клеток 
без каких-либо изменений. Напротив, опухоли, 
содержащие комбинацию ФМН и  НАФ, проде-
монстрировали резкое снижение плотности ядро-
содержащих клеток. Большинство из них имели 
вакуолизированную цитоплазму и  разрушенные 
цитоплазматические мембраны. Ядра имели окру-
глую или неправильную форму, были отекшими, 
с разрывами кариолеммы. Процедура ФДТ также 
вызывала разрыв кровеносных сосудов с обшир-
ными кровоизлияниями в интерстиций опухоли. 
Основываясь на гистологическом заключении, мы 
оцениваем диапазон глубины воздействия ФДТ 
с  помощью комбинации «рибофлавин + НАФ» 
в 8–10 мм с учетом толщины опухолевого очага.

Обсуждение
ФМН вовлечен во многие патологические про-
цессы, включая онкогенез, что приводит к  повы-
шенному накоплению его опухолевыми клетками. 
Например, установлено, что у  женщин, страдаю-
щих раком молочной железы, концентрация бел-
ка-транспортера рибофлавина в крови заметно по-
вышается [13]. Таргетные свойства молекулы ФМН 
были продемонстрированы ранее для различных 
типов опухолей, включая карциномы молочной 
железы, шейки матки или простаты [14–16]. ФМН 
выступает кофактором различных ферментатив-
ных реакций, вследствие чего не распознается бел-
ками лекарственной устойчивости как экзогенное 
вещество. Именно  поэтому он может быть пер-
спективным агентом для терапии опухолей, об-
ладающих множественной лекарственной устой-
чивостью [17]. Благодаря своим фотохимическим 

Рис. 2. Эпилюминесцентные фотографии мыши BDF1 с карциномой легкого Льюис (LLC), 
привитой на дорсальной стороне животного с откинутым кожным лоскутом. Возбуждение 
450 нм, спектральная полоса регистрации флуоресценции 500–570 нм. А: I. Поверхность 
опухоли через 2 часа после системного введения флавинмононуклеотида (ФМН); II. Та 
же область, срез через центр опухоли. Б: I. Поверхность опухоли через 24 часа после 
системного введения ФМН; II. Та же область, срез через центр опухоли

А

Б
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свойствам и способности нарабатывать активные 
формы кислорода при облучении УФ и синим све-
том рибофлавин признан эффективным ФС для 
антибактериальной ФДТ [18]. В отличие от многих 
органических ФС, ФМН обладает крайне низкой 
темновой токсичностью и  не оказывает ингиби-
рующего эффекта на рост клеток до концентрации 
как минимум 5 мМ. Для сравнения, фотофрин об-
ладает темновой токсичностью с IC50 около 5 мкМ 
[5, 13], то есть на три порядка выше. Это позволя-
ет рассматривать ФМН как потенциально эффек-
тивный ФДТ-агент с  минимальными побочными 
эффектами. При этом световая токсичность ФМН 
достигается в  микромолярном диапазоне кон-
центраций (30–50 мкМ, в зависимости от свойств 
клеточной линии). Мы показываем, что такая кон-
центрация ФМН (30 мкМ и выше) может быть до-
стигнута при системном введении ФМН в течение 
2–24  ч. Полученные нами результаты коррелиру-
ют с опубликованными ранее работами, в которых 
свойства молекулы ФМН адресно накапливаться 
в  опухолевой ткани были продемонстрированы 
для различных типов опухолей, включая карци-
ному молочной железы, шейки матки, простаты 
[14–16].

К слабым сторонам ФМН в качестве ФС можно 
отнести недостаточную глубину проникновения 
активирующего УФ или синего света в биоткань 
в  результате значительного поглощения света 
в  этом спектральном диапазоне. Например, глу-
бина проникновения на длине волны 360 нм была 
ранее оценена как 60 мкм, что позволяет достичь 

лишь верхнего слоя эпидермиса кожи челове-
ка [19]. Напротив, проникновение света в  ИК 
диапазоне может достигать 2–3  см, что делает 
ИК-опосредованное возбуждение ФС перспек-
тивным инструментом ФДТ. В данной работе мы 
предлагаем подход, основанный на использова-
нии неорганических наночастиц (апконвертиру-
ющих нанофосфоров) с заданными оптическими 
свойствами для преобразования света ближнего 
ИК диапазона в свет УФ и видимого спектра, что 
позволяет активировать ФМН в глубине биотка-
ни. Такой подход позволил нам добиться значи-
тельного торможения роста опухоли (90 ± 5%, 
среднее ± SD, через 50 дней после облучения), при 
этом мы оцениваем глубину воздействия ФДТ 
в 8–10 мм с учетом толщины опухолевого очага. 
В  результате ФДТ были повреждены не только 
опухолевые клетки, но и  стенки кровеносных 
сосудов, что приводило к  обширным кровоиз-
лияниям в интерстиций опухоли. Известно, что 
именно сосудистые повреждения в  результате 
фотодинамического воздействия обеспечивают 
наиболее быструю реакцию на проводимую те-
рапию и иногда выявляются даже до завершения 
лечения [1]. Кроме того, необходимо отметить 
люминесцентные свойства ФМН и НАФ, которые 
позволяют использовать комбинацию этих пре-
паратов не только для терапии опухоли, но и для 
визуализации опухолевого очага (так называемая 
тераностика). Перспективы применения НАФ 
в  качестве контрастного агента для маркирова-
ния опухоли обсуждались нами ранее [20].

Рис. 3. Экспериментальная лазерная установка для проведения фотодинамической терапии (ФДТ) и мышиная модель 
аденокарциномы молочной железы SK-BR-3 (А). Результаты гистологического исследования опухолевой ткани экспериментальной 
и контрольной групп через сутки после сеанса ФДТ, окраска гематоксилин-эозином, × 200 (Б). График торможения роста опухоли 
в экспериментальной и контрольной группах в течение 50 дней после однократного сеанса ФДТ, данные на графике отображены 
как среднее ± SD (В); ФМН – флавинмононуклеотид, НАФ – наноразмерные апконвертирующие фосфоры, ИК – инфракрасное 
излучение, ТРО – торможение роста опухоли
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Заключение
В данной работе была оценена эффективность 
применения комбинации рибофлавина (ви-
тамина В2) и  НАФ для ФДТ in vitro и  in vivo. 
Фотовозбуждение рибофлавина при этом осу-
ществлялось с  помощью света из ближнего ИК 

диапазона спектра и  было опосредовано ан-
тистоксовой фотолюминесценцией НАФ, что по-
зволило реализовать метод ФДТ в глубине опухо-
левой ткани (до 3 мм). Описанный подход может 
быть предложен как перспективное направление 
в ФДТ солидных опухолей. 
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Rationale: Riboflavin (vitamin B2) is one of the 
most promising agents for photodynamic ther-
apy (PDT). However, its use is limited by the exci-
tation in the ultraviolet (UV) and visible spectral 
ranges and, as a result, by a small penetration into 
biological tissue not exceeding a few millimeters. 
This problem could be solved by approaches en-
suring excitation of riboflavin molecules within 
tumor tissues by infrared (IR) light. Upconversion 
nanoparticles (UCNPs) can be potentially consid-
ered as mediators able to effectively convert the 
exciting radiation of the near IR range, penetrat-
ing into biological tissue to a 3 cm depth, into the 
photoluminescence in the UV and visible spectral 
ranges. Aim: To evaluate the efficacy of UCNPs 
for IR-mediated riboflavin activation in the depth 
of tumor tissue during PDT. Materials and meth-
ods: The water-soluble riboflavin flavin mononu-
cleotide (FMN, Pharmstandard-UfaVITA, Russia) 
was used as a  photosensitizer in in vitro and in 
vivo experiments. The in vitro experiments were 
performed on human breast adenocarcinoma 
SK-BR-3, human glioblastoma U-87  MG, and rat 
glioma C6 cell lines. Lewis lung carcinoma (LLC) in-
oculated to hybrid BDF1 mice was used as a model 
to demonstrate the delivery of FMN to the tumor. 
UCNPs with a  core/shell structure [NaYF4:Yb3+, 
Tm3+/NaYF4] were used for photoactivation of 
FMN in vivo. PDT based on FMN, UCNPs and laser 
radiation 975  nm (IR) was performed on mouse 
xenografts of human breast adenocarcinoma SK-
BR-3. Results: We were able to show that FMN 

could act as an effective in vitro photosensitizer for 
SK-BR-3, U-87 MG, and C6 cell lines. FMN IC50 values 
for glioma cells were ~30 μM, and for SK-BR-3 cell 
line ~50 μM (24 h incubation, irradiation 4.2 J/cm2). 
In the LLC model, the appropriate concentration of 
FMN (30 μM and above) can be achieved in the tu-
mor as a result of systemic administration of FMN 
(at 2 and 24 hours after injection). The effect of PDT 
using near IR light for UCNP-mediated excitation of 
FMN was demonstrated in mouse xenografts SK-
BR-3, with the tumor growth inhibition of 90 ± 5%. 
Conclusion: The study has demonstrated the pos-
sibility to use riboflavin (vitamin B2) as a photosen-
sitizer for PDT. The photoexcitation of FMN via the 
anti-Stokes photoluminescence of UCNPs allows 
for implementation of the PDT technique with the 
near IR spectral range.

Key words: riboflavin, upconversion nanoparti-
cles, photodynamic therapy, photosensitizer, near 
infrared light
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Прогностическое значение ультразвукового 
контроля легких после кардиохирургических 
вмешательств в условиях искусственного 
кровообращения

Фот Е.В.1 • Изотова Н.Н.1 • Виноградов М.В.1 • Кузьков В.В.1 • Киров М.Ю.1

Актуальность. Наряду с обзорной прикроват-
ной рентгенографией органов грудной клетки 
для выявления послеоперационных дыхатель-
ных осложнений все чаще используется ульт-
развуковой контроль состояния легких. Целью 
нашего исследования была оценка эффек-
тивности ультразвукового контроля легких 
в  выявлении послеоперационных дыхатель-
ных осложнений у  пациентов после кардио-
хирургических вмешательств, выполненных 
в  условиях искусственного кровообращения. 
Материал и  методы. В  исследование было 
включено 39  пациентов, перенесших плано-
вые кардиохирургические вмешательства 
в  условиях искусственного кровообращения. 
При поступлении в  отделение интенсивной 
терапии (ОИТ), а также через 6 и 24 часа после 
оперативного вмешательства всем пациентам 
выполнялась оценка показателей гемодина-
мики и  газообмена. Кроме того, проводили 
ультразвуковой контроль, включающий под-
счет количества В-линий в  12  квадрантах лег-
ких через 6 и 24 часа после операции, а также 
рентгенологическое исследование органов 
грудной клетки через 24  часа после вмеша-
тельства. Учитывали длительность искусствен-
ной вентиляции легких, время пребывания 
в  ОИТ и  стационаре. Результаты. Ухудшение 
газообмена было ассоциировано с  большим 
числом B-линий: 9  (5–15) спустя 24  часа по-
сле оперативного вмешательства; при этом 
у  пациентов с  PaO2/FiO2 более 300  мм рт. ст. 
количество B-линий через 24  часа после опе-
рации составило 4  (2–8) (р = 0,04). Изменения 
на обзорной рентгенограмме органов груд-
ной клетки были зарегистрированы через 
24  часа после оперативного вмешательства 

у  69%  пациентов. Наиболее часто отмечали 
наличие дисковидных ателектазов (n = 13). 
Проведение ROC-анализа выявило, что уве-
личение количества В-линий более 10  спустя 
6 часов после завершения оперативного вме-
шательства позволяло предсказать развитие 
рентгенологических изменений через 24 часа 
после операции (AUC 0,82, р = 0,02, чувстви-
тельность 86%, специфичность 76%). Через 
6  часов после вмешательства количество 
В-линий при ультразвуковом исследовании 
было больше у пациентов, которым в дальней-
шем потребовалось проведение продленной 
вентиляции легких: 15  (14–27) по сравнению 
с  10  (3–13) у  больных с  экстубацией трахеи 
в  течение первых 24  часов после операции 
(p = 0,02). Заключение. Ультразвуковой кон-
троль легких ускоряет диагностику дыхатель-
ных нарушений после кардиохирургических 
вмешательств и своевременно выявляет паци-
ентов с более длительной потребностью в ре-
спираторной поддержке и пребывании в ОИТ.

Ключевые слова: послеоперационная дыха-
тельная недостаточность, ультразвук легких, 
кардиохирургические вмешательства
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Кардиохирургические вмешательства ча-
сто сопровождаются развитием после-
операционных дыхательных осложне-
ний (ПДО) [1–3], что ведет к увеличению 

продолжительности послеоперационной искус-
ственной вентиляции легких (ИВЛ), пребывания 
в отделении интенсивной терапии (ОИТ) и стаци-
онаре, а также повышает нагрузку на медицинский 
персонал и стоимость терапии [4–6]. Раннее выяв-
ление ПДО наряду с  активной реализацией ком-
плекса лечебных мероприятий может способство-
вать улучшению исходов лечения этой категории 
пациентов. Наиболее частым вариантом ПДО при 
кардиохирургических вмешательствах является 
ателектазирование, в  которое может вовлекаться 
до 50% объема легочной ткани, особенно в юкста-
диафрагмальных и  юкстакардиальных участках 
[7, 8]. Послеоперационные изменения в легких до-
статочно часто включают интерстициальный син-
дром и  развитие отека легких, а  они нуждаются 
в комплексной диагностике с использованием раз-
личных инструментальных методик [9–11].

Традиционным методом контроля состояния 
легочной ткани в ОИТ остается обзорная прикро-
ватная рентгенография органов грудной клетки. 
Вместе с тем известно, что рентгенологическая кар-
тина обладает низкой диагностической точностью 
в выявлении типичных ПДО – ателектазирования, 
интерстициального синдрома и  плеврита. Кроме 
того, рентгенологические изменения, как прави-
ло, отстают от клинической манифестации ПДО 
и  нарушений газообмена [6, 12]. Немаловажно, 
что обзорная рентгенография и  золотой стан-
дарт исследования легочной ткани  – рентгенов-
ская компьютерная томография  – сопряжены 

с  повышенной лучевой нагрузкой и  увеличением 
финансовых затрат.

В настоящее время в  практике врача-реани-
матолога все активней используется быстрая 
прикроватная ультразвуковая оценка состояния 
паренхимы легких. Так, для выявления причи-
ны гипоксемии рекомендован протокол BLUE 
(Bedside Lung Ultrasonography in Emergency). Он 
позволяет определить наиболее частые причины 
гипоксемии и дыхательной недостаточности – кон-
солидацию, плевральный выпот, пневмоторакс 
и  интерстициальный синдром (отек). Возможна 
как комплексная, так и изолированная оценка уль-
трасонографических артефактов, указывающих на 
паренхиматозные изменения в легких, в частности, 
изолированная оценка B-линий в нескольких зонах 
легких с  выведением усредненного значения [13, 
14]. Увеличение количества В-линий, представляю-
щих собой вертикальные артефакты реверберации 
ультразвука в результате его многократного отраже-
ния от утолщенных межальвеолярных перегородок 
(«хвост кометы» или «легочные ракеты» (рис. 1), 
служит характерным признаком интерстициально-
го синдрома или отека легких (рис. 2) [15, 16].

Ряд исследований уже подтвердил высокую 
диагностическую и  прогностическую ценность 
ультразвукового контроля в  раннем выявлении 
ПДО у  некардиохирургических пациентов [6, 
17]. Однако ценность ультразвука после кардио-
хирургических вмешательств неоднозначна [12]. 
Например, не ясны возможности ультразвука по 
обнаружению дыхательных осложнений на более 
раннем этапе по сравнению с  обзорной прикро-
ватной рентгенографией органов грудной клетки.

Целью нашего исследования была оценка эф-
фективности ультразвукового контроля легких 
в  выявлении ПДО у  пациентов после кардиохи-
рургических вмешательств в условиях искусствен-
ного кровообращения.Рис. 1. Ультразвуковая картина В-линий; * В-линии

Рис. 2. Ультразвуковая и рентгенологическая картина отека легких. А – рентгенологическая 
картина интерстициального отека легких; Б – множественные сливные В-линии во всех 
квадрантах указывают на наличие отека легких

А Б
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Материал и методы
В проспективное обсервационное исследование 
включено 39  взрослых пациентов (21  мужчина, 
18  женщин). Протокол исследования и  инфор-
мированное согласие пациентов были одобре-
ны этическим комитетом ФГБОУ ВО «СГМУ» 
МЗ РФ (г. Архангельск). Критерием включения 
в  исследование было выполнение планового 
кардиохирургического вмешательства в  услови-
ях искусственного кровообращения с  последу-
ющей госпитализацией в  кардиохирургическое 
ОИТ. Критерием исключения служило морбид-
ное ожирение, затрудняющее ультразвуковую 
оценку легочной ткани. Анестезия, а  также пе-
риоперационная инфузионная терапия и  респи-
раторная поддержка осуществлялись согласно 
локальному протоколу [18]. При поступлении 
в  ОИТ пациентам обеспечивалась мультимо-
дальная анальгезия в  виде продленной инфузии 
фентанила, а  также дробного введения параце-
тамола. Решение о  прекращении респираторной 
поддержки принималось, опираясь на стандарт-
ные критерии прохождения теста на переноси-
мость спонтанного дыхания. При прекращении 
респираторной поддержки использовались сле-
дующие критерии: способность в течение 30 ми-
нут осуществлять адекватное спонтанное дыха-
ние на фоне поддержки давлением 6–8 см вод. ст., 
РаО2/FiO2 > 250 мм рт. ст., спонтанный минутный 
объем вентиляции менее 10 л/мин и частота ды-
хания < 30/мин, а  также нормальная темпера-
тура тела, отсутствие явного кровотечения или 

анемии, гемодинамическая стабильность и адек-
ватная анальгезия.

У всех пациентов регистрировали показатели 
гемодинамики, вентиляции и газообмена, ряд ла-
бораторных показателей при поступлении в ОИТ, 
а также через 6 и 24 часа после оперативного вме-
шательства. Непрерывно мониторировали инва-
зивное артериальное давление (лучевая артерия), 
центральное венозное давление, SpO2. В  после-
операционном периоде регистрировали параме-
тры вентиляции, газовый состав артериальной 
крови, концентрацию лактата в артериальной кро-
ви и  концентрацию альбумина. Регистрировали 
длительность послеоперационной ИВЛ, сроки 
пребывания в ОИТ и стационаре, частоту леталь-
ных исходов к 28-м суткам после вмешательства. 
Всем пациентам выполняли обзорную рентгено-
графию легких через 24 часа после вмешательства. 
Оценка результатов рентгенологического иссле-
дования выполнялась специалистом соответству-
ющего профиля. Рентгенологическими измене-
ниями считали любые структурные изменения 
легочной ткани: инфильтрацию, гиповентиляцию 
или ателектазирование. Под гипоксемией подра-
зумевали значение PaO2/FiO2 менее 300 мм рт. ст.

Ультразвуковое исследование легких (eZono 3, 
Германия) выполняли всем пациентам через 
6 и  24  часа после окончания вмешательства. 
Динамическая оценка осуществлялась одним 
и тем же исследователем. Настройка глубины ис-
следования при оценке легочной паренхимы со-
ставила 13–14 см при стандартизованных установ-
ках фокусировки (дальний фокус), контрастности 
и  яркости изображения. Ультразвуковая оценка 
проводилась в  положении пациента на спине 
с приподнятым на 45° головным концом кровати 
с  обеих сторон в  шести точках (рис. 3) [19]. Для 
унификации оценки до и после вмешательства вы-
полняли разметку зоны постановки датчика мар-
кером. Оценка проводилась путем подсчета коли-
чества B-линий в  каждом квадранте легких с  их 
дальнейшей суммацией.

Для анализа данных использована программа 
SPSS (версия 17, IBM, США). Распределение данных 
оценивали с  помощью критерия Шапиро  – Уилка. 
Данные представлены в виде медианы (25–75-й пер-
центили). Оценка корреляционных связей осу-
ществлялась с помощью теста Спирмена с расчетом 
значения rho. Внутригрупповые различия оценива-
ли при помощи критерия Вилкоксона, межгруппо-
вые – U-критерия Манна – Уитни. Для выявления 
прогностической значимости ультразвукового ис-
следования выполняли ROC-анализ. Статистически 
значимым считали значение р менее 0,05.

Рис. 3. Схема ультразвуковой оценки легких [19]. Грудная клетка 
делилась на 12 квадрантов. В каждом квадранте выполнялся 
подсчет количества В-линий. В дальнейшем показатели 
суммировались. AAL – передняя подмышечная линия, PAL – 
задняя подмышечная линия
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Результаты
Характеристика пациентов, включая структуру за-
болеваемости, дана в табл. 1. Послеоперационный 
период характеризовался стабильными показате-

лями гемодинамики и газообмена (табл. 2). Спустя 
24  часа после вмешательства наблюдалось досто-
верное снижение количества B-линий по сравне-
нию со значениями этого показателя через 6 часов 
после вмешательства (p = 0,02, см. табл. 2).

Нами не было обнаружено взаимосвязи меж-
ду показателями оксигенации и  количеством 
В-линий через 6  часов после операции. Спустя 
24  часа показатель PaO2/FiO2 < 300  мм рт. ст. ас-
социировался с большим количеством B-линий – 
9  (5–15); у  пациентов без признаков гипоксемии 
количество B-линий через 24  часа после опера-
ции составило 4 (2–8) (р = 0,04, рис. 4). Снижение 
концентрации альбумина через 24 часа после опе-
рации сопровождалось большим количеством 
В-линий через 6 и 24 часа (rho = -0,53 и -0,56 соот-
ветственно, p < 0,05).

Через 24 часа после вмешательства изменения 
на обзорной рентгенограмме органов грудной 
клетки были зафиксированы у  69%  пациентов, 
при этом наиболее часто отмечали наличие дис-
ковидных ателектазов (n = 13; 33%, рис. 5), также 
достаточно часто встречались зоны гиповентиля-
ции (n = 10; 26%) и инфильтрация легочной ткани 
(n = 4; 10%); кроме того, у 18 пациентов (46%) было 
зафиксировано наличие плеврального выпота 
(малый гидроторакс). Проведение ROC-анализа 
выявило, что увеличение количества В-линий бо-
лее 10  через 6  часов после вмешательства позво-
ляло предсказать развитие рентгенологических 
изменений спустя 24 часа после операции с AUC 
0,82  (р = 0,02, чувствительность 86%, специфич-
ность 76%) (рис. 6).

В течение первых 12 часов после оперативного 
вмешательства успешная экстубация трахеи была 
проведена у  36  (92,7%) пациентов. Три пациента 
(7,7%) потребовали продленной респираторной 
поддержки более 48 часов в связи с явлениями по-
слеоперационной дыхательной недостаточности. 

Таблица 1. Общая характеристика пациентов

Показатель Значение

Возраст, годы 63 (53–69)

Пол (мужчины/женщины) 21/18

Индекс массы тела, кг/м2 28 (24–32)

EuroScore, балл 2,6 (1,2–4,1)

Структура заболеваемости:
поражение одного клапана
поражение двух и более клапанов
аневризма восходящего отдела аорты
дефект межпредсердной перегородки
дефект межжелудочковой перегородки

21
13
3
1
1

Летальность, абс. (%) 0 

Продолжительность вмешательства, мин 213 (188–266)

Продолжительность искусственного кровообращения, мин 122 (99–139)

Длительность пребывания в отделении интенсивной терапии, сут 3 (1–5)

Длительность госпитализации, сут 20 (16–22)

Таблица 2. Послеоперационные показатели состояния системы дыхания 
и кровообращения

Показатель В ОИТ Через 6 часов Через 24 часа

PaO2/FiO2, мм рт. ст. 329 (230–430) 377 (290–439) 376 (324–400)

PaCO2, мм рт. ст. 41 (38–46) 40 (38–43) 38 (36–42)

Лактат, ммоль/л 1,9 (1,5–2,7) 2,1 (1,7–2,7) 2,0 (1,5–2,8)

АД среднее, мм рт. ст. 73 (66–83) 76 (68–84) 73 (68–82)

ЧСС, уд/мин 80 (72–80) 78 (68–82) 72 (64–80)

ЦВД, см вод. ст. 15 (13–17) 8 (4–12) 6 (3–9)

Гидробаланс, мл 1100 (800–1780) – 130 (–217… +450)

Альбумин, г/л 35 (32–38) 34 (30–38) 34 (32–38)

Число B-линий – 11 (4–14) 7 (3–10)*

PaCO2 – парциальное напряжение углекислого газа в артериальной крови, PaO2/FiO2 – отношение 
парциального напряжения кислорода в артериальной крови к фракции вдыхаемого кислорода, 
АД – артериальное давление, ОИТ – отделение интенсивной терапии, ЦВД – центральное венозное 
давление, ЧСС – частота сердечных сокращений

Данные представлены в виде медианы (25–75-й перцентили)
* p < 0,05 при проведении внутригрупповых сравнений

Рис. 4. Изменение количества В-линий в зависимости от  
PaO2/FiO2 через 24 часа после операции; * р = 0,04

PaO2/FiO2 ≥ 
300 мм рт. ст.

*

PaO2/FiO2 < 
300 мм рт. ст.
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Через 6  часов после вмешательства количество 
В-линий при ультразвуковом исследовании было 
больше у  пациентов, которым в  дальнейшем по-
требовалось проведение продленной ИВЛ: 15 (14–
27) по сравнению с  10  (3–13) у  больных с  эксту-
бацией трахеи в  течение первых 12  часов после 
операции (p = 0,02). Подобная динамика сохраня-
лась и  спустя 24  часа: было выявлено 25  (15–27) 
В-линий у пациентов, нуждавшихся в продленной 
ИВЛ, по сравнению с 6 (3–9) у больных с успешной 
экстубацией трахеи в первые 12 часов (p = 0,001). 
В  ходе ROC-анализа было показано: число 
B-линий менее 6, оцененное через 6  часов после 

вмешательства, позволяет предсказать успешную 
раннюю экстубацию трахеи с  отсутствием по-
требности в продленной ИВЛ (AUC 0,89, p = 0,03, 
чувствительность 100%, специфичность 60%), 
при этом прогностическая значимость ультразву-
ковой картины сохранялась и спустя 24 часа при 
количестве В-линий менее  5 (AUC 0,98, p = 0,01, 
чувствительность 100%, специфичность 60%). 
У пациентов, которым потребовалось проведение 
продленной ИВЛ, при рентгенографическом ис-
следовании была заподозрена пневмония (в 1 слу-
чае) и наличие множественных дисковидных ате-
лектазов (2  случая). Примечательно также, что 
у  пациентов, нуждавшихся в  более длительном 
пребывании в ОИТ, через 24 часа после операции 
было выявлено большее число В-линий: 8  (5–13) 
по сравнению с 3 (1–7) у пациентов, переведенных 
из ОИТ в  первые 24  часа. Никому из пациентов 
не потребовалось повторного перевода на ИВЛ. 
Летальных исходов к 28-му дню исследования за-
фиксировано не было.

Обсуждение
Имеющиеся в  литературе данные о  наличии вза-
имосвязи между послеоперационной оксигенаци-
ей и  ультразвуковой оценкой интерстициального 
синдрома и консолидации весьма противоречивы 
[6, 20]. Так, у  пациентов после обширных абдо-
минальных вмешательств подобной взаимосвязи 
установлено не было [6]. В  этой же работе была 
показана удовлетворительная предиктивная спо-
собность ультразвуковой оценки степени консо-
лидации легочной ткани в  отношении отсрочен-
ной гипоксемии. Вместе с тем у пациентов с отеком 
легких на фоне развития острого повреждения по-
чек взаимосвязь между количеством B-линий и ги-
поксемией прослеживалась весьма отчетливо [20]. 
Возможность ультразвука оценивать количество 
В-линий использовалась рядом авторов как маркер 
начинающейся гипергидратации и рекомендована 
для протоколов целенаправленной инфузионной 
терапии [21]. Некоторые авторы также валидиро-
вали количество B-линий с  уровнем внесосуди-
стой воды легких [22–24].

В нашей работе основными изменениями при 
рентгенологическом исследовании были наличие 
плеврального выпота и  ателектазирование легоч-
ной ткани, что частично может объяснить отсут-
ствие взаимосвязи между количеством В-линий 
и оксигенацией. При этом через 24 часа после опе-
рации снижение PaO2/FiO2 менее 300 мм рт. ст. ас-
социировалось с  большим количеством В-линий, 
чем у пациентов без гипоксемии. Подчеркнем, что 
увеличение количества В-линий может указывать 

Рис. 5. Ультразвуковая и рентгенологическая картина ателектазирования легочной ткани. 
На наличие дисковидных ателектазов легочной ткани могут указывать характерные 
ультразвуковые (А) и рентгенологические (Б) изменения

А Б

Рис. 6. ROC-анализ ультразвукового исследования легких через 
6 часов после операции и рентгенологических изменений 
на обзорной рентгенограмме органов грудной клетки через 
24 часа после операции. AUC – 0,82, р = 0,02, ассоциативный 
критерий ≥ 10, чувствительность 86%, специфичность 76%. 
AUC – площадь под кривой
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не только на двусторонний отек легких, характер-
ный для острого респираторного дистресс-синдро-
ма или сердечной недостаточности, но и на разви-
тие очаговых изменений в легких, характерных для 
пневмонии и  ателектазирования [25–27]. В  част-
ности, на развитие пневмонии или ателектазиро-
вания может указывать одностороннее или огра-
ниченное несколькими квадрантами повышение 
количества В-линий [28, 29].

Значительное количество рентгенологических 
изменений в  первые сутки послеоперационного 
периода, отмеченное в  нашей работе, согласует-
ся с  данными других авторов, согласно которым 
у  5–75%  пациентов кардиохирургического про-
филя диагностируется наличие ателектазов и/или 
плеврального выпота [1–3]. Способность ультраз-
вукового контроля легких предсказывать последу-
ющие изменения на рентгенограмме, обнаружен-
ная в нашем исследовании, подтверждает недавние 
результаты H.R. Touw и  соавт. [12]. Кроме того, 
ряд работ указывает на большую точность и ран-
нее выявление ателектазов, а также плеврального 
выпота при ультразвуковом исследовании легких 
по сравнению с  обзорной рентгенографией [12, 
29–31]. Представляется важным, что во всех этих 
работах использовался протокол BLUE, нацелен-
ный не только на расчет количества В-линий, но 
и  на выявление инфильтративных изменений, 
а также плеврального выпота. Интересным в этой 
связи выглядит исследование G. Volpicelli и соавт., 
которые показали, что наличие множественных 
В-линий в одном квадранте не всегда указывает на 
развитие интерстициального отека, а может окру-
жать зону инфильтрации легочной ткани [29].

В ходе нашего исследования нельзя сделать 
однозначных выводов о  взаимосвязи между уве-
личением количества В-линий и  потребностью 
в продленной ИВЛ. В настоящее время существует 
несколько работ по оценке эффективности ульт-
развука легких в  выявлении пациентов, нуждаю-
щихся в респираторной поддержке [32, 33], а также 
больных с  высоким риском повторного перевода 
на ИВЛ [34]. Так, в  исследовании P. Mayo и  со-
авт. повышение количества В-линий, основного 

компонента шкалы LUS, в ходе теста на переноси-
мость спонтанного дыхания сопровождалось уве-
личением частоты неудачной экстубации трахеи. 
При этом количество баллов по шкале LUS > 17 
соответствовало высокому риску срыва отлучения 
от ИВЛ [34]. Авторы данной работы объясняли по-
явление множественных В-линий в  ходе теста на 
переносимость спонтанного дыхания выраженной 
деаэрацией легочной ткани.

Наши результаты подтверждают, что ультразву-
ковая оценка легких может играть ключевую роль 
в  выборе времени для проведения теста на пере-
носимость спонтанного дыхания, а также служить 
эффективным маркером ответа на проводимую ре-
спираторную терапию [34]. Следует отметить, что 
несмотря на связь количества В-линий с отсрочен-
ными рентгенологическими изменениями, прод-
ленной ИВЛ и пребыванием в ОИТ, отрицательной 
стороной протокола, использованного в нашей ра-
боте, является невозможность убедительно опреде-
лить причину дыхательных осложнений, в отличие 
от протокола BLUE, который позволяет провести 
дифференциальную диагностику причин ПДО. 
Тем не менее важным преимуществом данной ме-
тодики представляется простота и  скорость вы-
полнения оценки B-линий. Так, в работе Z. Jambrik 
и соавт. подсчет количества В-линий в нескольких 
квадрантах легких занимал в  среднем 3  минуты 
[24]. В  другом исследовании было показано, что 
клинические ординаторы и  врачи с  небольшим 
опытом работы гораздо эффективнее выявляли 
наличие отека легких по данным ультразвукового 
исследования, чем по результатам рентгенографии 
органов грудной клетки [11].

Заключение
После кардиохирургических вмешательств ульт-
развуковой контроль легких ускоряет диагностику 
дыхательных нарушений и своевременно выявля-
ет пациентов с  более длительной потребностью 
в респираторной поддержке и пребывании в ОИТ. 
Необходима дальнейшая валидация различных 
протоколов ультразвуковой оценки в  выявлении 
послеоперационных дыхательных осложнений. 
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Rationale: Along with bedside plain chest radiog-
raphy, lung ultrasonography is being increasingly 
used for detection of postoperative respiratory 
complications. Aim: Our study was aimed at the 
evaluation of lung ultrasonography efficacy for 
the diagnosis of postoperative respiratory compli-
cations in patients after the on-pump cardiac sur-
gery. Materials and methods: The study included 
39 patients who had undergone elective cardiac 
on-pump surgery. Assessment of hemodynamic 
parameters and blood gases was done at admit-
tance to the intensive care unit (ICU), as well as at 6 
and 24 hours after surgery. Lung ultrasonography 
was also performed including counting of B-lines 
in 12 lung quadrants at 6 and 24 hours after sur-
gery, as well as chest radiography at 24 hours. 
Duration of mechanical ventilation, time in ICU 
and in-hospital stay were also evaluated. Results: 
Gas exchange deterioration was associated with 
increased numbers of B-lines: 9 (5 to 15) at 24 hours 
after surgery. In the patients with PaO2/FiO2 above 
300 mm Hg the number of B-lines at 24 hours 
after surgery was 4 (2 to 8) (р = 0.04). Plain chest 
radiography at 24 hours after surgery revealed 
abnormalities in 69% of the patients. Discoid atel-
ectases were the most common findings (n = 13). 

The ROC analysis showed that increased numbers 
of B-lines above 10 at 6 hours after completion of 
the surgery was predictive of the development of 
X-ray abnormalities at 24 hours (AUC 0.82, р = 0.02, 
sensitivity 86%, specificity 76%). At 6 hours after 
the intervention the patients who subsequently 
required prolonged mechanical ventilation had 
increased numbers of B-lines (15 [14–27]) com-
pared to those who could be extubated within 
the first 24 hours after surgery (10 [3–13], p = 0.02). 
Conclusion: Lung ultrasonography monitoring 
accelerates the diagnosis of respiratory problems 
after cardiac surgery and allows timely identifica-
tion of the patients requiring prolonged respirato-
ry support and ICU stay.

Key words: postoperative respiratory insufficien-
cy, lung ultrasonography, cardiac surgery
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Увеличивается ли тонус сосудов системы 
микроциркуляции при артериальной гипертонии?
Рогаткин Д.А.1 • Глазкова П.А.1 • Куликов Д.А.1 • Глазков А.А.1 • Терпигорев С.А.1 • Шехян Г.Г.1 • 
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Актуальность. Увеличение тонуса сосудов 
считается одним из важных факторов, при-
водящих к  артериальной гипертонии (АГ). 
В клинической практике нет методов прямого 
измерения тонуса сосудов. Косвенно оценить 
тонус сосудов системы микроциркуляции 
можно при помощи исследования перфузии 
методом лазерной доплеровской флоуметрии 
(ЛДФ). Перфузия характеризует изменение 
потока крови в единицу времени в анализиру-
емом участке, следовательно, этот параметр 
должен быть обратно пропорционален тону-
су сосудов. Цель  – сравнить перфузию кожи 
предплечья, измеренную методом ЛДФ, у  па-
циентов с  АГ и  добровольцев с  нормальными 
показателями артериального давления (АД), 
рассмотреть практическую применимость 
этого параметра для оценки тонуса сосудов 
системы микроциркуляции. Материал и мето-
ды. Работа проведена на двух группах: группу 
1 составили пациенты с АГ (n = 43; медиана воз-
раста – 62 [57; 71] года), группу 2 – доброволь-
цы без АГ (n = 62; медиана возраста – 28 [24; 37] 
лет). Измерение перфузии кожи предплечья 
проводили методом ЛДФ в  течение 2  минут 

без применения функциональных проб. Для 
каждого обследуемого рассчитывали «базо-
вую перфузию»  – средний показатель перфу-
зии на репрезентативном участке микроцир-
куляторной кривой. Результаты. Медиана 
базовой перфузии в  коже руки у  пациентов 
с  АГ значимо больше, чем у  нормотензивных 
лиц: 4,88  [2,87; 8,98] и  3,41  [2,47; 4,99] ПЕ соот-
ветственно (p = 0,013). В  качестве условного 
«нормального» уровня перфузии принято зна-
чение, соответствующее интерквартильному 
диапазону в контрольной группе. У 39,5% паци-
ентов с  АГ базовая перфузия соответствовала 
«норме», 46,5%  пациентов имели показатель 
базовой перфузии выше «нормы», что может 
быть обусловлено сниженным тонусом пери-
ферических сосудов, и лишь у 14,0% пациентов 
базовая перфузия была снижена. Заключение. 
Повышение перфузии крови в коже у части па-
циентов с  АГ может свидетельствовать о  сни-
жении тонуса периферических сосудов, что, 
предположительно, является компенсаторной 
реакцией организма в ответ на повышение ар-
териального давления. На полученные резуль-
таты, вероятно, влияли возрастные изменения 

сердечно-сосудистой системы, лекарственная 
терапия и  другие факторы. Представляется 
целесообразным продолжить исследования 
состояния периферических сосудов. Их ре-
зультаты могут внести вклад в  понимание ме-
ханизмов развития АГ у конкретного пациента, 
а в перспективе – применяться для персонали-
зированного подхода в подборе терапии.

Ключевые слова: микроциркуляция, лазер-
ная доплеровская флоуметрия, гипертензия, 
сосудистая жесткость, вазоконстрикция, ва-
зодилатация, антигипертензивные препараты, 
капилляры, артериолы
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О р и г и н а л ь н а я  с т а т ь я

Одним из ключевых факторов риска бо-
лезней сердечно-сосудистой системы 
считается повышенное кровяное дав-
ление. Артериальная гипертония (АГ) – 

основная модифицируемая причина сердечно-со-
судистой и общей смертности во всем мире [1]. На 
долю АГ приходится по меньшей мере 45% смер-
тельных случаев, вызванных болезнями сердца, 
и  51%  – вызванных инсультом [2]. В  глобальном 
резюме по гипертонии эксперты Всемирной орга-
низации здравоохранения называют повышение 
артериального давления (АД) «безмолвным убий-
цей», а  общую ситуацию в  мире  – «глобальным 
кризисом общественного здравоохранения» [2].

Несмотря на высокую социальную значимость 
АГ и  большое количество работ, посвященных 
этой теме, механизмы, лежащие в основе форми-
рования первичной АГ, до сих пор не до конца 
ясны [3]. Одним из важных факторов, приводящих 

к гипертонии, признано увеличение тонуса пери-
ферических сосудов, что влечет за собой повы-
шение общего периферического сопротивления 
сосудов (ОПСС) и  рост АД [3, 4]. Повышение 
тонуса сосудов реализуется за счет сокращения 
гладкомышечных волокон [5]. Сегодня в широкой 
клинической практике нет методов прямого изме-
рения тонуса сосудов. Однако, так как основной 
вклад в формирование ОПСС вносит сосудистый 
тонус, повышение ОПСС принято трактовать 
как вазоконстрикцию [6]. Оценить степень вазо-
констрикции и  вазодилатации в  ответ на стимул 
возможно при помощи таких методов, как ультра-
звуковое исследование кровоток-опосредованно-
го расширения плечевой артерии после окклюзии, 
периферическая артериальная тонометрия и  др. 
[7]. Кроме того, в исследовательских работах для 
изучения тонуса сосудов применяются методы 
оценки метаболизма оксида азота, проводимости 
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ионных каналов, расчет отношения давления в ве-
нах к  изменению окружности конечности после 
окклюзии, оптические методы измерения ампли-
туды артериального пульса и т.д. [8–11]. 

Как известно, именно сосуды малого диаметра 
вносят наибольший вклад в ОПСС [5]. В этой свя-
зи изучение микроциркуляторного звена кровото-
ка, включающего в себя терминальные артериолы, 
чрезвычайно важно для более глубокого понима-
ния патогенеза АГ. Большой интерес вызывают 
методики, позволяющие оценивать эндотелий-
опо средованную регуляцию капиллярного кро-
вотока, осуществляемую в первую очередь за счет 
вазоконстрикции и  вазодилатации сосудов рези-
стивного типа [7]. Одним из неинвазивных спо-
собов исследования микроциркуляции крови яв-
ляется лазерная доплеровская флоуметрия (ЛДФ). 
Метод основан на зондировании ткани лазерным 
излучением и  регистрации отраженного сигнала, 
интенсивность которого прямо пропорциональ-
на количеству эритроцитов и скорости их движе-
ния в исследуемом участке. Показатель перфузии, 
измеренный методом ЛДФ, принято выражать 
в  перфузионных единицах (ПЕ), он характери-
зует изменение потока крови в  единицу времени 
в  зондируемом объеме [12]. Глубина анализиру-
емого участка в  среднем составляет около 1  мм. 
Этот слой в  зависимости от типа ткани может 
содержать следующие звенья микроциркулятор-
ного русла: артериолы, терминальные артериолы, 
капилляры, посткапиллярные венулы и  артерио-
ло-венулярные анастомозы [12]. Существенный 
вклад в регуляцию объемной скорости кровотока 
в  тканях вносят артериолы: снижение их тонуса 
приводит к  увеличению перфузии, повышение 
тонуса, наоборот, снижает объем поступающей 
крови и  приводит к  падению перфузии тканей. 
Именно поэтому изменение перфузии в  анали-
зируемом участке трактуется рядом авторов как 
изменение тонуса сосудов [13, 14]. Таким обра-
зом, исходя из изложенной выше концепции, ло-
гично предположить: формирование АГ должно 
сопровождаться ростом тонуса периферических 
артериол, что, в свою очередь, должно приводить 
к  падению базового уровня перфузии кожи при 
исследовании микроциркуляции методом ЛДФ.

В качестве попытки использовать данный 
подход в  практической медицине было прове-
дено сравнительное исследование параметров 
кожной микроциркуляции в  области предплечья 
у пациентов с АГ и добровольцев с нормальными 

показателями АД. По данным ряда авторов, буду-
чи удобной локализацией, кожа области предпле-
чья часто используется для исследования параме-
тров микроциркуляции [15].

Материал и методы
Дизайн исследования – одномоментное исследова-
ние типа «случай – контроль». Критерий включения 
в группу 1: наличие АГ 2- или 3-й степени. Критерий 
включения в группу 2: отсутствие АГ. Общий крите-
рий исключения для обеих групп: наличие сахарно-
го диабета, поскольку данная патология может по-
влиять на показатели микроциркуляции.

Группу 1 (пациенты с АГ) составили 43 пациен-
та, 23 мужчины и 20 женщин, медиана возраста со-
ставила 62 [57; 71] года; 18 пациентов с АГ 2-й сте-
пени, 25  пациентов с  АГ 3-й  степени. В  группу  2 
(добровольцы без АГ) вошло 62 человека, 16 муж-
чин и  46  женщин, медиана возраста составила 
28  [24; 37] лет. В  исследовании приняли участие 
пациенты, проходившие стационарное или амбу-
латорное лечение / наблюдение на базе ГБУЗ МО 
МОНИКИ им. М.Ф. Владимирского. Набор паци-
ентов осуществлялся с 2017 по 2019 г.

Всем участникам исследования проводили 
измерение перфузии кожи методом ЛДФ при по-
мощи прибора ЛАКК-02 (ООО «НПП «Лазма», 
Россия). В течение исследования пациент находил-
ся в положении сидя за столом, положив согнутые 
в локтях руки на стол ладонями вниз, предплечья 
располагались на уровне сердца. Перед началом 
регистрации параметров микроциркуляции всем 
пациентам проводили измерение АД. Датчик при-
бора ЛАКК-02 находился на тыльной поверхно-
сти предплечья правой руки на 4 см проксималь-
нее лучезапястного сустава по срединной линии. 
После 15-минутной адаптации к температуре по-
мещения (22–25 °C) показатели кожной перфузии 
регистрировали в течение 2 минут и получали ис-
ходные показатели перфузии.

Затем анализировали репрезентативный уча-
сток полученной кривой (участок без помех, свя-
занных со случайными движениями пациента, 
продолжительностью не менее 30  секунд) и  рас-
считывали средний показатель перфузии в  ис-
следуемом участке микроциркуляторной кривой, 
далее по тексту  – параметр «базовая перфузия». 
В  анализ были включены только данные, полу-
ченные при исследовании кожной микроцир-
куляции на одном и  том же экземпляре прибора 
ЛАКК-02, так как приборы данного класса пока 
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метрологически не аттестованы и  не проходят 
периодическую поверку [16], то есть разные при-
боры даже одного производителя могут иметь 
разные передаточные функции и  выдавать коли-
чественно различающийся результат. В настоящее 
время они зарегистрированы только как приборы 
индикаторного типа, поэтому сравнение абсолют-
ных значений перфузии, полученных разными 
приборами, оказывается не валидным.

Статистический анализ данных проводили 
в программе IBM SPSS Statistics 25 (IBM corp., США). 
Для количественных переменных рассчитывали 
медианы и квартили (Me [LQ; UQ]). Сравнение ко-
личественных переменных в двух группах проводи-
ли с помощью критерия Манна – Уитни. Для каче-
ственных переменных рассчитывали абсолютные 
(n) и относительные (%) частоты. Сравнение частот 
в двух группах проводили с помощью точного кри-
терия Фишера. Статистически значимыми различия 
между группами признавали при уровне p < 0,05.

Протокол исследования соответствовал этиче-
ским принципам Хельсинкской декларации (пере-
смотр от 2013 года) и был одобрен Независимым 
комитетом по этике ГБУЗ МО МОНИКИ 
им. М.Ф. Владимирского (протокол № 8 от 18 ок-
тября 2016  года, протокол №  11 от  12  декабря 
2017 года и протокол № 11 от 13 декабря 2018 года).

Результаты
Медиана базовой перфузии на коже руки у паци-
ентов с АГ оказалась значимо больше, чем у нор-
мотензивных лиц: 4,88 [2,87; 8,98] и 3,41 [2,47; 4,99] 
ПЕ соответственно (p = 0,013) (таблица).

В рамках упрощенной модели в качестве услов-
ного «нормального» уровня перфузии нами было 
принято значение, соответствующее интерквар-
тильному диапазону в контрольной группе: от 2,47 
до  4,99  ПЕ включительно. Лица, имеющие боль-
ший уровень перфузии, были отнесены в  груп-
пу «высокий уровень перфузии»; лица, имеющие 
меньший уровень перфузии,  – в  группу «низкий 
уровень перфузии». Данное деление довольно 
условно и  приведено для большей наглядности 
полученных результатов. На рис. 1 представлено 
распределение пациентов с АГ и здоровых добро-
вольцев относительно «нормы» по уровню базо-
вой перфузии. Как видно из его данных, большая 
часть (51,6%) здоровых добровольцев имела по-
казатели перфузии, соответствующие условной 
«норме». Процент людей, имеющих показатель 
базовой перфузии ниже нормы (24,2%), был равен 
проценту людей, имеющих показатель базовой 
перфузии выше нормы (24,2%). Такое распреде-
ление абсолютно закономерно для контрольной 

группы людей без АГ, поскольку анализ перфузии 
именно этой группы позволил вывести «норму».

Согласно принятой концепции повышения 
тонуса периферических сосудов у пациентов с АГ 
ожидалось, что у  большинства таких пациентов 
перфузия будет ниже «нормы». Однако только 
у  14,0%  пациентов наблюдалась такая картина. 
У 39,5% базовая перфузия соответствовала «нор-
ме» и 46,5% имели «высокий уровень перфузии», 
что может быть обусловлено сниженным тонусом 
периферических сосудов.

Таким образом, полученные результаты гово-
рят, скорее, о  тенденции падения тонуса сосудов 
в коже рук у большого числа обследованных паци-
ентов с АГ, чем о повышении тонуса этих сосудов, 
если принять обозначенную выше концепцию.

Обсуждение
Зарегистрированный феномен смещения распре-
деления в  группе пациентов с  АГ по сравнению 
с добровольцами без АГ в сторону повышения ба-
зовой перфузии, то есть в сторону снижения тону-
са сосудов в  анализируемой области предплечья, 
может быть объяснен компенсаторной реакцией 

Краткая характеристика групп и результаты измерений

Характеристика Пациенты с АГ 
(n = 43)

Добровольцы без 
АГ (n = 62)

Значение p

Возраст, годы 62 [57; 71] 28 [24; 37] < 0,001

Медиана перфузии на руке, ПЕ 4,88 [2,87; 8,98] 3,41 [2,47; 4,99] 0,013

САД, измеренное перед 
исследованием, мм рт. ст.

130 [125; 143] 110 [102; 120] < 0,001

ДАД, измеренное перед 
исследованием, мм рт. ст.

80 [71; 83] 70 [69; 80] 0,001

АГ – артериальная гипертония, ДАД – диастолическое артериальное давление,  
САД – систолическое артериальное давление

Данные представлены в виде медианы, верхнего и нижнего квартилей (Me [LQ; UQ])

Рис. 1. Распределение обследуемых из двух групп по уровню базовой перфузии;  
АГ – артериальная гипертония
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организма в ответ на повышение АД. Как извест-
но, величина АД зависит от двух основных физио-
логических факторов: ОПСС и сердечного выбро-
са [17]. Таким образом, у части пациентов ведущей 
причиной повышения АД может быть увеличение 
сердечного выброса. Возможно, у  таких пациен-
тов уменьшение ОПСС за счет снижения тонуса 
сосудов может рассматриваться как приспособи-
тельная реакция организма с  целью нормализо-
вать повышенное давление. В этом случае базовая 
перфузия может оказаться хорошим индикатором 
такого механизма повышения АД. В исследовании, 
проведенном нами ранее и  посвященном срав-
нению реактивности кожной микроциркуляции 
у здоровых добровольцев и пациентов с АГ, также 
было показано, что у  нормотензивных лиц базо-
вая перфузия значимо ниже, чем у людей с АГ [18]. 
Однако, поскольку работа преследовала другие 
цели, данному феномену не было уделено большое 
внимание, и  гипотеза о  взаимосвязи выявленных 
различий с тонусом сосудов не рассматривалась. 

На результаты, полученные в  настоящем ис-
следовании, могли повлиять возрастные параме-
тры: возраст в группе пациентов с АГ был значимо 
больше, чем у  здоровых добровольцев (p < 0,001) 
(см.  таблицу). Старение может приводить к  про-
грессирующей потере тонуса гладких мышц сосу-
дов, уменьшению способности к  активной вазо-
дилатации и  повышению ригидности, что может 
выражаться в увеличении базовой перфузии, а так-
же в  снижении способности сосудов расширяться 
в  ответ на стимулы [19]. Косвенно это продемон-
стрировано в  работе E. Nippolainen и  соавт. [20], 
где установлено, что с  возрастом происходит уве-
личение амплитуды пульсовой волны, измеренной 
методом фотоплетизмографии (ФПГ), нормирован-
ной на средний уровень ФПГ-сигнала, – то есть па-
раметра, близкого параметру перфузии в ЛДФ [16]. 
Авторы трактуют полученные данные как следствие 
возрастных изменений оптических свойств соеди-
нительной ткани, однако в свете полученных нами 
результатов это может быть дополнительно ассоци-
ировано и с падением ОПСС (как следствие падения 
тонуса сосудов) [20].

Кроме того, на полученные нами результаты 
могла оказать влияние лекарственная терапия. 
Как видно из таблицы, в  момент измерения ми-
кроциркуляции у пациентов с АГ медиана систо-
лического АД составила 130  [125; 143] мм рт. ст., 
диастолического  – 80  [71; 83] мм  рт.  ст., соответ-
ственно, большинство пациентов имели целевые 
или близкие к целевым показатели АД на фоне по-
лучаемой гипотензивной терапии. В таком случае, 
перфузия объективно отражает эффективность 
проводимой терапии, и  не исключено, что некое 
отношение «перфузия / АД» можно будет в  даль-
нейшем обосновать и принять как пороговый кри-
терий эффективности лекарственной терапии.

Вместе с тем могут возникнуть сомнения каса-
тельно того, насколько параметр базовой перфу-
зии в ЛДФ допустимо трактовать как показатель, 
отображающий базовый тонус периферических 
сосудов? Здесь можно привести следующие дово-
ды. Одной из ключевых функциональных проб 
в ЛДФ является окклюзионная проба с артериаль-
ной окклюзией на плече [12]. Она позволяет оцени-
вать повышение кровотока в коже после временно-
го пережатия плечевой артерии [15]. По приросту 
перфузии в  момент постокклюзионной реактив-
ной гиперемии по сравнению с базовой перфузией 
оценивают тип микрогемодинамики – гипереми-
ческий, нормоциркуляторный или спастический 
[16]. Тем не менее, если сравнить два типовых гра-
фика записи перфузии методом ЛДФ при окклю-
зионной пробе, свойственных для гиперемиче-
ского и спастического типов микрогемодинамики 
(рис. 2), можно заметить, что основное отличие 
спастического типа микрогемодинамики от ги-
перемического заключается именно в сниженном 
начальном уровне перфузии, который и  обеспе-
чивает «повышенный» прирост перфузии в  фазе 
постокклюзионной реактивной гиперемии [16]. 
Перфузия на пике реактивной гиперемии тоже 
различается в обоих случаях, но не так сильно, что 
можно объяснить, например, плотностью сосудов 
в  зоне обследования. Начальный же сниженный 
уровень перфузии вносит наибольший вклад в ре-
зультат оценки эндотелиальной функции сосудов, 
поэтому логично считать его отражающим базо-
вый тонус сосудов.

В целом на настоящий момент нами не было 
получено достаточного количества данных для 
достоверного и однозначного заключения о том, 
что у  части пациентов с  АГ патогенетический 
механизм, направленный на компенсацию по-
вышенного давления, заключается в  сниже-
нии тонуса периферических сосудов. Вместе 
с  тем полученные результаты демонстрируют 

Рис. 2. Пример 
кривой перфузии во 
время проведения 
окклюзионной пробы; 
1 – гиперемический 
тип 
микрогемодинамики, 
2 – спастический тип 
микрогемодинамики; 
ПЕ – перфузионные 
единицы (рисунок из 
архива Д.А. Рогаткина, 
фрагменты 
рисунка впервые 
опубликованы в статье 
[16])
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целесообразность проведения дополнительных 
исследований в этом направлении. 

Заключение 
Полученные нами данные свидетельствуют, что 
общепринятый взгляд на повышение тонуса пе-
риферических сосудов как на одну из ведущих 
причин формирования АГ может быть спра-
ведлив далеко не для всех пациентов и/или ото-
бражать только определенные этапы развития 
болезни. Повышение перфузии крови в  коже 
у  части пациентов с  АГ может свидетельство-
вать о  снижении тонуса периферических сосу-
дов, что, в свою очередь, можно трактовать как 
компенсаторную реакцию организма или как ре-
зультат проводимой терапии. Представленные 
в  настоящей статье данные являются предва-
рительными. Очевидно, что предложенная кон-
цепция требует дальнейших исследований: изу-
чения тонуса сосудов в других органах и тканях, 
анализа влияния возрастных изменений микро-
циркуляции, терапии и т.д. Однако полноценно 

это можно сделать только на метрологически 
аттестованном оборудовании с  понятными по-
грешностями измерений, которое позволяет 
обоснованно сравнивать количественные по-
казатели базовой перфузии. Микрососудистое 
русло может рассматриваться как перспектив-
ная терапевтическая мишень при разработке 
новых антигипертензивных препаратов, состо-
яние микрососудов  – как маркер при объек-
тивной динамической оценке эффективности 
существующих схем лечения. Исследование со-
стояния периферических сосудов может внести 
большой вклад в понимание механизмов разви-
тия АГ у конкретного пациента, в персонализи-
рованный подход к  подбору терапии. С  учетом 
множества факторов, оказывающих влияние на 
движение крови по микрососудам, для набора 
достаточной доказательной базы видится целе-
сообразной стандартизация подходов по реги-
страции параметров микроциркуляции, их об-
работке, оценке, а  также объединение усилий 
коллективов, работающих в данной области. 
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Rationale: An increase in vascular tone is believed 
to be a major factor leading to arterial hyperten-
sion (AH). There are no means for a  direct mea-
surement of the vascular tone in clinical practice. 
Perfusion assessment by laser Doppler flowmetry 
(LDF) allows for an indirect evaluation of the vascu-
lar tone of the microcirculation system. Perfusion 
is assessed by the change in blood flow per unit 
of time in the given area. Therefore, this parame-
ter should be inversely correlated with vascular 
tone. Aim: To compare the forearm skin perfusion 
measured by LDF in patients with AH and healthy 
volunteers with normal blood pressure, and to 
review the feasibility of this parameter for the as-
sessment of the microvasculature tone. Materials 
and methods: The study was carried out in two 
groups: group one, patients with AH (n = 43; age 
62 [57; 71] years), and group 2, healthy volunteers 
without AH (n = 62; age 28 [24; 37] years). The per-
fusion in the forearm skin was measured by LDF for 
2  minutes without any functional tests. “Baseline 
perfusion” for each subject was calculated as the 
average perfusion rate in a representative portion 
of the microcirculatory curve. Results: Median of 
basic perfusion in the forearm skin in the patients 
with AH is significantly higher than that in the 
normotensive individuals: 4.88 [2.87; 8.98] PU and 
3.41 [2.47; 4.99] PU, respectively (p = 0.013). The in-
terquartile range of the baseline perfusion in the 
control group was chosen as provisional threshold 
values for the “normal” perfusion level. In 39.5% of 
patients with AH, their basic perfusion was within 

the “normal level”; 46.5% of the patients had the 
baseline perfusion above the “normal level”, which 
might be due to reduced tone of the peripher-
al vessels. Only 14.0%  of the patients had a  de-
creased level of the basic perfusion. Conclusion: 
An increase in the skin perfusion in some patients 
with AH may indicate a  decrease in their periph-
eral vascular tone, which could be a  potential 
compensatory reaction in response to the rise in 
blood pressure. The results obtained could have 
been influenced by the age-related changes in the 
cardiovascular system, drug therapy, etc. Further 
studies into the specifics of peripheral vasculature 
seem reasonable. They can contribute to the un-
derstanding of the pathophysiology of AH in a giv-
en patient and, in future, could be used to guide 
a personalized choice of therapy.

Key words: microcirculation, laser Doppler flow-
metry, arterial hypertension, vascular stiffness, 
vasoconstriction, vasodilation, antihypertensive 
agents, capillaries, arterioles
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Изменение морфологии эритроцитов 
после действия моноксида углерода 
на кровь in vitro

Козлова Е.К.1, 2 • Сергунова В.А.2 • Козлов А.П.1 • Шерстюкова Е.А.1, 2 • Гудкова О.Е.2

Актуальность. Одно из патологических дей-
ствий моноксида углерода (СО) на кровь – об-
разование карбоксигемоглобина. Поскольку 
карбоксигемоглобин полностью блокирует 
перенос кислорода, происходит суммарное 
снижение транспорта кислорода эритроци-
тами. В  результате может возникнуть гипок-
сия в  тканях. Воздействие СО на кровь может 
также вызвать повреждение клеточной мем-
браны. Метод атомной силовой микроскопии 
(АСМ) признан результативным для изучения 
механизмов структурных повреждений в мем-
бранах эритроцитов. Цель  – с  помощью АСМ 
выявить особенности изменения морфологии 
и агрегации эритроцитов в результате действия 
СО in vitro. Материал и методы. Все экспери-
менты были проведены in vitro. Исследовали 
морфологию эритроцитов, их агрегаты с  по-
мощью АСМ. Забор крови (150  мкл) прово-
дился в  микроветы с  ЭДТА (Sarstedt AG  &  Co., 
Германия) во время профилактического об-
следования 5  добровольцев. Для получения 
CO в  пробирке смешивали в  пропорции  1:1 
муравьиную и серную кислоты. Для измерения 
концентрации карбоксигемоглобина в  крови 
использовали спектрофотометрический ме-
тод, для вычисления концентраций произво-
дных гемоглобина в  крови  – метод “nonlinear 
fitting” экспериментальных спектров. 
Статистическую обработку данных проводи-
ли с  помощью программы Origin (OriginLab 
Corporation, США). Результаты. После воздей-
ствия СО происходило смещение пиков. При 
времени воздействия t₂ = 320 c процентное 
содержание карбоксигемоглобина составило 

CHbCO = 88 ± 2%. При t₁ = 160 c 10% клеток имели 
форму, отличную от дискоцитов, при t₂ = 320 c – 
38% клеток. При увеличении времени воздей-
ствия СО происходила агрегация эритроцитов 
и образование их больших конгломератов раз-
мером до 30  мкм. В  контрольном мазке доля 
дискоцитов составляла 96 ± 2%, а  остальные 
4 ± 1% имели форму эхиноцитов. Диаметр кле-
ток был в диапазоне Dконтр = 7,5 ± 0,8 мкм. После 
воздействия СО t₁ = 160 c на кровь в моно слое 
наблюдалось 28 ± 5%  клеток с  диаметром 
(D) < 5,7  мкм. После воздействия СО t₂ = 320  c 
процент клеток с  размером D < 5,7  мкм 
увеличился до 72 ± 11%. Заключение. 
Экспериментально показано, что воздействие 
СО на кровь вызывало изменение морфоло-
гии эритроцитов. Наблюдалось формирова-
ние связанных между собой эритроцитарных 
структур. При увеличении времени воздей-
ствия возникала агрегация эритроцитов и об-
разование конгломератов.

Ключевые слова: эритроциты, моноксид 
углерода, атомная силовая микроскопия, агре-
гация
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Моноксид углерода (CO) – газ без запа-
ха, вкуса и цвета – образуется всякий 
раз, когда органические материалы 
сжигаются с  недостаточным запасом 

кислорода, необходимого для полного сгорания. 
Источниками отравления угарным газом также 
становятся выхлопные газы автомобилей, плохо 
функционирующие системы отопления, табачный 
дым [1].

Наряду с экзогенными существуют эндогенные 
источники СО. Моноксид углерода участвует во 
многих физиологических процессах, включая ре-
гуляцию дыхания [2], передачу сигналов нейронов 
[3], регуляцию артериального давления [4] и сокра-
щение матки во время беременности [5].

Одним из патологических действий СО на 
кровь является образование карбоксигемоглобина 
(HbCO) – продукта присоединения СО к гемогло-
бину. Одна из основных характеристик CO  – его 
высокое сродство к гемоглобину, оно в 200–250 раз 
выше по сравнению с  кислородом. При повышен-
ной концентрации HbCO в  организме могут воз-
никнуть патологические изменения. Разрушение 
эритроцитов (гемолиз) приводит к  увеличению 
катаболизма гема и, следовательно, к  повышен-
ной выработке СО [6]. В целом увеличение HbCO 
вследствие гемолиза составляет порядка 2–3%, но 
может быть и больше. Существуют доказательства 
того, что некоторые эритроцитарные взвеси для 

переливания могут иметь уровни HbCO до 12% [7]. 
Карбоксигемоглобин полностью блокирует перенос 
кислорода, поэтому происходит суммарное сниже-
ние транспорта кислорода эритроцитами. В резуль-
тате может возникнуть гипоксия в тканях [8].

Наряду с этим воздействие СО на кровь вызыва-
ет повреждение клеточной мембраны, изменяется 
поверхностный заряд эритроцитов [9]. К  важным 
патогенным эффектам воздействия СО на кровь 
относится повышенная склонность к  тромбозам 
[10]. При участии СО могут возникать и  гетеро-
генные изменения в популяции эритроцитов [11]. 
Подобные явления наблюдаются и  при действии 
других физико-химических факторов на кровь [12, 
13]. Отравление СО диагностируют на основании 
клинической картины [14] и показателей СО в кро-
ви [15]. Изучение влияния СО на морфологию 
и агрегацию эритроцитов – весьма актуальная за-
дача, так как ее решение позволит предположить 
клинические проявления симптомов отравления и, 
возможно, предоставить новые объективные мето-
ды исследования. Одним из современных методов 
диагностики, с помощью которого можно изучать 
механизмы структурных повреждений в  мембра-
нах эритроцитов, признан метод атомной силовой 
микроскопии (АСМ) [16–19].

Цель – с помощью АСМ выявить особенности 
изменения морфологии и  агрегации эритроцитов 
в результате действия CO in vitro.

Материал и методы
Все эксперименты были проведены in vitro. Схема 
эксперимента отражена на рис. 1. Приготавливали 
контрольный и исследуемый образцы крови. После 
воздействия CO на кровь получали моно слой кле-
ток на предметном стекле. Исследовали морфоло-
гию эритроцитов, их агрегаты с помощью АСМ.

Подготовка образцов крови. Забор крови 
(150 мкл) в микроветы с ЭДТА (Sarstedt AG & Co., 
Германия), проводили во время профилактическо-
го обследования 5  добровольцев (25–40  лет, двух 
женщин и трех мужчин). Информированное согла-
сие было получено от каждого донора. Работа вы-
полнена в соответствии с этическими принципами 
проведения биомедицинских исследований, отра-
женными в  Хельсинкской декларации Всемирной 
медицинской ассоциации.

Воздействие СО на кровь. Для получения CO 
в пробирке смешивали в пропорции 1:1 4,5 мл му-
равьиной (99,7%) и 4,5 мл серной (ОС.Ч.) кислоты 
[20]. Время активного выделения CO составля-
ло 25–50  с. Для изменения времени воздействия 
на кровь процесс повторяли несколько раз. Газ 
подавался в  микровету с  кровью через систему 

Рис. 1. Схема эксперимента: А – образцы крови, Б – исследование методом атомной 
силовой микроскопии (АСМ), В – АСМ-изображения; CO – моноксид углерода, PBS – 
забуференный фосфатом физиологический раствор
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стеклянных трубок, конец которой опускали на 
расстоянии 2–4 мм от дна. Для равномерного воз-
действия СО на кровь использовали магнитную 
мешалку. Таким образом, весь объем крови под-
вергался воздействию газа. В исследовании время 
воздействия составило t₁ = 160 с, t₂ = 320 с. В резуль-
тате полученные образцы крови сравнивали с кон-
трольным (см. рис. 1).

Атомная силовая микроскопия. Изображения 
эритроцитов получали с помощью АСМ (NTEGRA 
Prima, NT-MDT Co., Зеленоград, Россия) в полукон-
тактном режиме. Использовали кантилеверы NSG01 
(TipsNano, Россия) со следующими характеристи-
ками: коэффициент жесткости 5 H/м, радиус иглы 
10 нм. Количество точек сканирования: 512, 1024. 
Поля сканирования: 100 × 100  мкм2, 30 × 30  мкм2, 
10 × 10  мкм2. Получали АСМ-изображения клеток 
в монослое. Монослой эритроцитов формировали 
c помощью прибора V-sampler (Vision Microscopy, 
Австрия).

Спектрофотометрия. Для измерения кон-
центрации HbCO в  крови использовали спек-
трофотометрический метод. Измеряли спектр 
поглощения суспензии эритроцитов (20  мкл эри-
троцитов + 2,4  буфера) с  помощью цифрового 
спектрофотометра Unico 2800 (United Products & 
Instruments Inc., США). Для вычисления концен-
траций производных гемоглобина в крови исполь-
зовали метод “nonlinear fitting” экспериментальных 
спектров [18].

Обработка данных и  статистический анализ. 
Были проанализированы следующие группы эри-
троцитов: контрольная группа  – кровь 5  доноров 
(без воздействия СО), исследуемая группа – кровь 
тех же 5 доноров, но после воздействия на нее СО 
in vitro. Было сделано по 3 мазка для каждого об-
разца крови. В результате было получено 15 мазков 
для контрольной группы, 15 мазков после воздей-
ствия СО t₁ = 160  c, 15  мазков после воздействия 
СО t₂ = 320 c. Получали АСМ-изображения клеток 
на 3  участках на каждом мазке указанных групп. 
Статистический анализ данных проводили с  по-
мощью программы Origin (OriginLab Corporation, 
США). Для количественных переменных рассчи-
тывали средние арифметические значения и стан-
дартные отклонения (m ± σ). Для проверки значи-
мости различия между средними в разных группах 
использовали программу ANOVA. Различия счита-
ли статистически значимыми при p < 0,01.

Результаты
Спектры поглощения контрольной суспензии 
имели пики λ = 542 нм и λ = 577 нм (рис. 2). После 
воздействия СО происходило смещение пиков. 

Пик, который был на длине волны λ = 542 нм, сме-
щался на длину волны λ = 540 нм, и пик, который 
был на длине волны λ = 577 нм, смещался на дли-
ну волны λ = 574 нм. Действие СО на кровь оцени-
вали по концентрации HbCO в крови. При време-
ни воздействия t₁ = 160 c процентное содержание 
карбоксигемоглобина составило CHbCO = 84 ± 2%, 
при t₂ = 320  c оно было равно 88 ± 2%  (p < 0,01 по 
сравнению с t₁).
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Рис. 2. Спектры поглощения: контрольный образец; после воздействия моноксида 
углерода на кровь в течение t2 = 320 с

Рис. 3. Изображение эритроцитов в поле атомного силового микроскопа 
(АСМ): А – контроль t = 0 с, АСМ-изображение 80 × 80 мкм; Б – контроль t = 0 с, 
3D АСМ-изображение 40 × 40 мкм; В – воздействие моноксида углерода (CO) t1 = 160 с,  
АСМ-изображение 100 × 100 мкм; Г – воздействие CO t1 = 160 с, 3D АСМ-изображение 
30 × 30 мкм; Д – воздействие СО t2 = 320 с, АСМ-изображение 100 × 100 мкм; Е – воздействие 
СО t2 = 320 с, 3D АСМ-изображение 30 × 30 мкм
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Изменение морфологии клеток. Дискоциты, 
кодоциты, сфероциты
На рис. 3 даны АСМ-изображения эритроцитов 
в поле атомного силового микроскопа. При воз-
действии СО на кровь происходило изменение 
формы и  размеров эритроцитов. Эффект зави-
сел от времени воздействия.

В контрольном мазке доля дискоцитов со-
ставила 96 ± 2%, а остальные 4 ± 1% имели форму 
эхиноцитов. Диаметр клеток был в  диапазоне 
Dконтр = 7,5 ± 0,8 мкм.

После воздействия СО на кровь t₁ = 160 c в мо-
нослое наблюдалось 6 ± 1% сфероцитов (p < 0,01). 
У  28 ± 5%  диаметр клеток (D) был < 5,7  мкм 
(p < 0,01). Отличительной особенностью клеток 
после воздействия СО было объединение их 
в  цепочки. Между клетками возникали мости-
ки связей (указаны стрелками на рис. 3Г), длина 
которых L = 1 ± 0,5 мкм, ширина – 10,5 ± 0,2 мкм.

В результате воздействия СО t₂ = 320  c на 
кровь в монослое увеличилось количество сфе-
роцитов до 28 ± 7% (p < 0,01) и  появились ми-
шеневидные клетки, доля которых составила 
10 ± 2%. Процент клеток с размером D < 5,7 мкм 
увеличился до 72 ± 11% (p < 0,01). Повышенная 
концентрация СО привела к агрегации эритро-
цитов.

Процесс агрегации показан на рис. 4. В кон-
трольном образце (рис. 4А) клетки находились на 
большом расстоянии друг от друга (500–1000 нм) 
и  не связывались между собой. Из рисунка 4Б 
следует, что клетки не взаимодействуют друг 
с другом, между ними существует пространство 
по горизонтали Lконтр = 500–1000 нм. В результате 
действия СО развивается процесс взаимодей-
ствия клеток (рис. 4В, Г, Д, Е). На рис. 4В, Г видно 
появление области взаимодействия Lсо = 0  с  об-
щей высотой 500–600  нм. На рис. 4Д, Е проил-
люстрировано касание двух эритроцитов в  ре-
зультате их взаимодействия.

Изменение параметров клеток
При воздействии СО происходило изменение 
формы клеток, вызванное нарушением молеку-
лярной структуры мембран эритроцитов. 

Контрольный эритроцит имеет двояково-
гнутую форму (рис. 5А). АСМ-измерения по-
казали высоту тора дискоцитов 1,2 ± 0,2  мкм, 
глубину впадины  – 0,57 ± 0,04  мкм (рис. 5А, Б). 
Воздействие CO на кровь in vitro вызвало из-
менение морфологии клеток и  их размеров. 
Типичные формы клеток, которые появлялись 
в  результате воздействия СО,  – это кодоциты 
(рис. 5В) и сфероциты (рис. 5Д). Основное отли-
чие кодоцита (мишеневидной клетки) от сферо-
цита в том, что в середине клетки не пэллор, а вы-
пуклость (мишень). Ее диаметр Dмиш = 3 ± 0,5 мкм, 
что составило почти половину диаметра клет-
ки. Высота мишеневидной структуры равна 
hмиш = 0,4 ± 0,01 мкм (рис. 5В, Г), что соизмеримо 
с  высотой остальной части клетки. Высота ку-
пола сфероцита составила 1,8 ± 0,2 мкм. Его ди-
аметр равен D = 5700 ± 300  нм. Характеристики 
сфероцитов отличаются от параметров кон-
трольных клеток.

Обсуждение
Действие СО на кровь может оказать влияние на 
организм. Продолжительное присутствие в кро-
ви CO вызывает серьезные повреждения миокар-
да и центральной нервной системы. Избыточная 
эндогенная продукция СО и  избыточное обра-
зование HbCO могут играть значительную роль 

Рис. 4. Эритроциты в поле атомного силового микроскопа и их профили: А – контроль; 
Б – профиль контрольных клеток; В – зарождение области взаимодействия после 
действия моноксида углерода (СО) на кровь; Г – профиль клеток с зарождением области 
взаимодействия после действия СО на кровь; Д – взаимодействие клеток после действия 
СО на кровь; Е – профиль взаимодействия клеток после действия СО на кровь
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в тканевом повреждении и формировании поли-
органной дисфункции [8].

Можно выделить два механизма влияния CO 
на кровь: 1) изменение морфологии клеток, как 
следствие  – существенное изменение реологии, 
2) образование HbCO в  эритроцитах, что при-
водит к нарушениям окислительно-восстанови-
тельных процессов как в самих эритроцитах, так 
и в окружающих тканях.

Сильные последствия могут возникнуть 
в  связи с  нарушениями не только газообме-
на, но и  формы и  размеров клеток. Появление 
HbCO может повредить основные метаболи-
ческие пути, которые отвечают за нормальную 
функцию гемоглобина и целостность клеточной 
мембраны [9]. В результате это может стать при-
чиной сближения эритроцитов и  образования 
агрегатов (см. рис. 3Д, Е).

Эритроциты – клетки крови, основной функ-
цией которой является перенос кислорода в тка-
ни. В норме это дискоциты. При влиянии физи-
ко-химических факторов форма клеток может 
измениться [21, 22]. В нашем эксперименте после 
воздействия СО на кровь в  течение 160  c фор-
му, отличную от дискоцитов, имели 10% клеток, 
а в течение 320 c – 38% клеток. При действии СО 
отмечено сближение эритроцитов и  образова-
ние специфических мостиков. При увеличении 
времени воздействия СО происходила агрега-
ция эритроцитов и  образование их больших 
конгломератов размером до 30 мкм.

Появление клеток, отличных от дискоцитов 
(см. рис. 5), повышенная агрегация (см. рис. 3Д, Е 
и 4В, Д) эритроцитов могут ухудшить реологи-
ческие свойства крови [23]. С  помощью метода 
АСМ мы показали слияние эритроцитов, вплоть 
до образования конгломератов. Этот процесс 
может лежать в  основе механизма появления 
микротромбов и  изменения динамики в  зоне 
микроциркуляции после действия СО на орга-
низм [24, 25].

Отметим, что на территории Российской 
Федерации подобные исследования ранее не 
проводились. Выявленные нами структурные 
изменения эритроцитов на микро- и наноуров-
нях дополняют имеющиеся в  мировой литера-
туре данные о токсическом действии СО на ор-
ганизм.

Заключение
Методом АСМ показано, что воздействие СО 
на кровь наряду с  образованием HbCO вызы-
вало изменение морфологии эритроцитов  – по-
явление кодоцитов и  сфероцитов. С  помощью 

АСМ-изображений выявлены стадии взаимо-
действия эритроцитов. При этом наблюдалось 
формирование связанных между собой эритро-
цитарных структур. При увеличении времени 
воздействия СО происходили агрегация эри-
троцитов и  образование конгломератов. Таким 
образом, действие СО на кровь может вызывать 
не только появление HbCO, который полностью 
блокирует перенос кислорода, но и  патологи-
ческие изменения на мембранном и  клеточном 
уровнях. Данные эффекты следует учитывать 
при разработке тактики лечения пациентов по-
сле отравления угарным газом. Количество и ка-
чество этих нарушений в  перспективе могут 
быть рассмотрены как диагностический и  про-
гностический биомаркер патологии организма. 
Для получения дальнейших результатов, кото-
рые могут быть использованы в  клинической 
практике, представляется целесообразным про-
должить исследование. 

Рис. 5. Формы клеток при воздействии моноксида углерода (СО) в течение 320 с – 3D 
изображения, полученные с помощью атомного силового микроскопа: дискоцит (А) и его 
профиль (Б), кодоцит (В) и его профиль (Г), сфероцит (Д) и его профиль (Е)
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Background: One of the pathological effects 
of carbon monoxide (CO) on blood is the forma-
tion of carboxyhemoglobin. Carboxyhemoglobin 
completely blocks oxygen transfer; therefore, 
there is a net decrease in oxygen transport by red 
blood cells potentially resulting in tissue hypoxia. 
The effects of CO on blood can also damage cell 
membranes. Atomic force microscopy (AFM) has 
been recognized as effective for investigation into 
the mechanisms of structural damage in eryth-
rocyte membranes. Aim: By means of AFM, to 
identify characteristics of changes in morphology 
and aggregation of erythrocytes exposed to CO 
in vitro. Materials and methods: All experiments 
were performed in vitro. We studied the morphol-
ogy of erythrocytes and their aggregates with 
AFM. Blood sampling (150 μl) in microvettes with 
EDTA (Sarstedt AG & Co., Germany) was carried out 
during a prophylactic work-up of 5 volunteers. To 
obtain CO in a  test tube, formic acid was mixed 
with sulfuric acid 1:1. Blood levels of carboxyhe-
moglobin were measured by spectrophotometry. 
A  nonlinear fitting method of the experimental 
spectra was used to calculate the concentrations of 
hemoglobin derivatives in blood. Statistical analy-
sis was done with the Origin software (OriginLab 
Corporation, Northampton, MA, USA). Results: 
After CO exposure, a shift in peaks was observed. 
At exposure time t₂ = 320 s, the percentage of car-
boxyhemoglobin (CHbCO) was 88 ± 2%. As a result of 
blood exposure to CO, at t₁ = 160 s 10% of the cells 
differed in their shape from discocytes, whereas at 

t₂ = 320 s their proportion was 38%. With increas-
ing duration of exposure to CO, erythrocyte ag-
gregation occurred with formation of their large 
conglomerates up to 30 μm in size. In the control 
smear, the proportion of discocytes was 96 ± 2%, 
and the remaining 4 ± 1% of the cells had the form 
of echinocytes. The cell diameter (Dcont) was in the 
range 7.5 ± 0.8  μm. After blood exposure to CO 
at t₁ = 160 s in the monolayer, 28 ± 5% of cells had 
a  diameter less than < 5.7  μm. After CO exposure 
at t₂ = 320  s, the proportion of cells with a  diam-
eter of less than < 5.7  μm increased to 72 ± 11%. 
Conclusion: The experiments have shown that 
blood exposure to CO changed the morphology 
of erythrocytes. The formation of interconnected 
structures made of red blood cells was observed. 
With increased time of exposure, erythrocytes 
demonstrated aggregation with conglomerate 
formation.

Key words: red blood cells, carbon monoxide, 
atomic force microscopy, aggregation
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