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Оценка диагностической точности системы 
автоматического анализа цифровых рентгенограмм 
легких при выявлении округлых образований
Гаврилов П.В.1 • Смольникова У.А.1

Актуальность. Большинство данных об эф-
фективности систем анализа цифровых рент-
генологических изображений предоставлено 
самими разработчиками и  нуждается в  каче-
ственной проверке на базах данных, подготов-
ленных независимо от разработчика.
Цель  – проанализировать информативность 
автоматического распознавания округлых об-
разований в легких при цифровой рентгеногра-
фии с  использованием одного из общедоступ-
ных диагностических алгоритмов на публично 
недоступных эталонных наборах данных.
Материал и  методы. Исследование осно-
вано на распознавании и  анализе цифровых 
рентгенологических изображений из двух 
публично недоступных эталонных наборов 
данных, имеющих государственную регистра-
цию (Российская Федерация), посредством 
одного из общедоступных диагностических 
алгоритмов FutureMed Analyzer. Работа вы-
полнена на примере двух моделей рентгено-
логического скрининга: модель 1  состояла из 
100  рентгенограмм легких с  соотношением 
«норма:патология» 94%:6%, модель 2  состояла 
из 5150 рентгенограмм легких с соотношением 
«норма:патология» 97%:3%.
Результаты. Анализ результатов интерпрета-
ции рентгенограмм диагностической системой 

показал: из рентгенограмм модели  1 было 
верно интерпретировано 98%  случаев, моде-
ли 2 – 95%. При этом 83% случаев из модели 1 
и 69% из модели 2 были интерпретированы как 
рентгенограммы с  наличием патологических 
изменений в  легких. Количество правильных 
ответов при разделении рентгенограмм легких 
на две категории – «норма» и «патология» – в от-
ношении моделей 1 и 2 составило 95 и 98% со-
ответственно. Чувствительность в  выявлении 
патологических образований колебалась от 69 
до  83%. Специфичность составила  99% для 
рентгенограмм из модели 1 и 96% для рентге-
нограмм из модели 2. Был получен довольно 
низкий показатель гиподиагностики: для моде-
ли 1 – 17%, для модели 2 – 31%. Параметр «пло-
щадь под кривой» для модели 1 был равен 0,91, 
для модели 2 – 0,85.
Заключение. Диагностическая эффективность 
автоматического анализа изображений на осно-
ве сверточных нейронных сетей приближается 
к  аналогичным показателям врачей-рентгено-
логов. Эта система автоматического выявления 
патологических изменений не смогла решить 
наиболее сложные проблемы выявления окру-
глых образований с низкими плотностными ха-
рактеристиками (согласно данным компьютер-
ной томографии  – по типу «матового стекла») 

и  так называемую проблему суммации теней 
при локализации патологических изменений 
в  таких затруднительных для интерпретации 
местах, как верхушки легких, ключицы, ребра 
и  др. Для выбора подходящей системы меди-
цинским учреждениям необходимо выполнять 
предварительное тестирование на собствен-
ных моделях, эквивалентных исследованиям, 
которые проводятся в данном учреждении (па-
раметры выполнения рентгенографии, харак-
тер и частота выявляемой патологии).

Ключевые слова: рентгенография легких, 
округлые образования, скрининг, искусствен-
ный интеллект, сверточные нейронные сети
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Цифровые рентгенологические иссле-
дования легких занимают значимую 
(более 30%) долю от всех лучевых ис-
следований в  Российской Федерации 

[1, 2]. По данным многих авторов, существенную 
проблему в  выявлении патологических измене-
ний на рентгенограммах органов грудной клет-
ки представляют сложность трактовки сумма-
ционных изображений и  высокие требования 
к квалификации врачей-рентгенологов [3–5]. Эти 
факторы объясняют большой интерес разработ-
чиков программного обеспечения к созданию ди-
агностических алгоритмов, позволяющих прово-
дить автоматический анализ рентгенологических 

изображений легких. Применение таких алгорит-
мов предполагает более эффективное обнаруже-
ние патологических изменений [6–8].

В настоящее время большинство данных об 
эффективности систем анализа цифровых рент-
генологических изображений предоставлено са-
мими разработчиками и нуждается в качествен-
ной проверке на базах данных, подготовленных 
независимо от разработчика. При этом следует 
учитывать, что разработанные базы должны 
быть эквивалентны тем исследованиям, в  кото-
рых будет применяться конкретная система рас-
познавания и анализа рентгенограмм в реальной 
практике.
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Целью исследования было проанализировать 
информативность автоматического распознава-
ния округлых образований в легких при цифро-
вой рентгенографии с использованием одного из 
общедоступных диагностических алгоритмов на 
публично недоступных эталонных наборах дан-
ных.

Материал и методы
Настоящее исследование основано на результа-
тах распознавания и  анализа цифровых рент-
генограмм легких из тестовых баз посредством 
автоматической системы анализа медицинских 
изображений, ядром которой служит ансамбль 
из 10 нейронных сетей, созданных на основе ар-
хитектуры DenseNet-121 (свидетельство о  реги-
страции программы для ЭВМ RU-2019665266, 
торговое название  – FutureMed Analyzer). Она 
позиционируется как программное обеспечение 
в виде системы поддержки принятия врачебных 
решений, предоставляющее врачу-рентгенологу 
возможность получить «второе мнение» [9].

Для тестирования были сформированы две 
модели рентгенологического скрининга на осно-
ве зарегистрированных баз данных:
• «Базы цифровых рентгенограмм легких в пе-

редней проекции без патологических изме-
нений» (свидетельство о  регистрации RU-
2019622406) – 5000 рентгенограмм;

• «Результаты лучевых исследований паци-
ентов с  периферическими образованиями 
легких» (свидетельство о  регистрации RU-
2019621712) – 150 рентгенограмм.
Для формирования «Базы цифровых рент-

генограмм легких в  передней проекции без па-
тологических изменений» использовали рент-
генограммы легких, выполненные пациентам 
без жалоб с  целью скрининга туберкулеза. 
Критерием отбора было согласованное мнение 
5 врачей-рентгенологов об отсутствии патологи-
ческих изменений на рентгенограмме. Критерием 
исключения из базы служило подозрение хотя бы 
одного рентгенолога на наличие патологических 
образований в легких.

База «Результаты лучевых исследований па-
циентов с  периферическими образованиями 
легких» составлена на основе структурирован-
ных деперсонализированных данных лучевых 
исследований (рентгенограмм в передней проек-
ции и компьютерных томограмм) 150 пациентов 
с  различными верифицированными перифери-
ческими образованиями в легких. Структура па-
тологических изменений, представленных в базе, 
была следующей: туберкулез легких – 33% (n = 50), 

рак легких  – 49%  (n = 74), доброкачественные 
образования легких  – 14%  (n = 20), другое  – 
3% (n = 6).

Модель 1 состояла из 100 рентгенограмм лег-
ких с  соотношением «норма:патология» 94%:6% 
(94  человека без значимой рентгенологической 
патологии и  6  человек с  подтвержденным нали-
чием синдрома округлого образования в  легоч-
ной ткани).

Для более детальной оценки возможности 
системы машинного обучения и  анализа циф-
ровых рентгенологических изображений в  каче-
стве программного продукта, направленного на 
обнаружение округлых образований в легких на 
цифровых рентгенограммах, и  для определения 
совокупности параметров их диагностической 
точности была сформирована модель 2 с исполь-
зованием всего объема информации из ранее 
указанных баз данных (5150 цифровых рентгено-
грамм). Соотношение «норма:патология» в моде-
ли 2 составило 97%:3%.

Для сопоставления эффективности автома-
тического распознавания образований в  легких 
при цифровой рентгенографии относительно 
референс-теста (баз данных) применялся клас-
сический набор показателей, характеризующих 
диагностическую результативность (чувстви-
тельность, специфичность, отношение правдо-
подобия положительного результата, отношение 
правдоподобия отрицательного результата, про-
гностическая ценность положительного резуль-
тата, прогностическая ценность отрицательного 
результата, точность) [10, 11].

Результаты
Согласно полученным результатам интерпре-
тации цифровых рентгенограмм посредством 
использования системы машинного обучения 
и  анализа цифровых рентгенологических изо-
бражений были определены основные критерии 
информативности диагностического теста, сфор-
мированы и проанализированы четырехпольные 
таблицы сопряженности (табл. 1, 2).

По результатам анализа, диагностической си-
стемой из модели 1 было верно интерпретирова-
но 98% рентгенограмм, из модели 2 – 95%.

При анализе результатов интерпретации 
рентгенограмм с  наличием округлого образова-
ния в легком из моделей 1 и 2 были интерпрети-
рованы как рентгенограммы с наличием патоло-
гических изменений в  легких 83 и  69%  случаев 
соответственно, при этом лишь на 33 и 55% сним-
ков была верно указана локализация патологии 
на получаемой тепловой карте.
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Количество правильных ответов при разде-
лении рентгенограмм легких из моделей 1 и 2 на 
норму и патологию составило 95 и 98% соответ-
ственно. Чувствительность в  выявлении патоло-
гических образований колебалась от  69 до  83%. 
Специфичность составила 99%  для рентгено-
грамм из модели  1 и  96% для рентгенограмм из 
модели 2, что коррелирует с показателем прогно-
стической ценности отрицательного результата 
(99%).

Дополнительно нами были построены гра-
фики, позволяющие оценить качество бинарной 
классификации,  – характеристические кривые 
(ROC-кривые). Параметр «площадь под кривой» 
для модели  1 составил 0,91, для модели 2  – 0,85 

(рисунок), что служит признаком хорошего каче-
ства моделей [10, 12, 13].

Отношение правдоподобия положительно-
го результата по итогам анализа рентгенограмм 
из модели  1 составило 78,3, из модели 2  – 15,8. 
Прогностическая ценность положительного ре-
зультата была больше при интерпретации рент-
генограмм из выборки 1 – 83%. В целом получен 
довольно низкий показатель гиподиагностики: 
для модели 1 – 17%, для модели 2 – 31%. Все это 
можно рассматривать как положительный ре-
зультат в  отношении использования подобных 
программных продуктов на выборке с заранее из-
вестным преобладающим числом рентгенограмм 
без патологических изменений.

Мы также проанализировали влияние рент-
генологических характеристик округлых образо-
ваний в  легких на качество их выявления систе-
мой машинного обучения и  анализа цифровых 
рентгенологических изображений из модели 2. 
В  31%  случаев снимки были интерпретированы 
как рентгенограммы без патологических измене-
ний, при этом на 19% рентгенограмм была неверно 
указана локализация патологических изменений. 
Среди случаев гиподиагностики 46%  рентгено-
грамм были с верифицированным раком легкого.

Дополнительно изучена взаимосвязь между 
типом округлого образования, его размерами и ча-
стотой пропуска патологических изменений при 
использовании автоматической системы анализа 
медицинских изображений. Программа не выяви-
ла ни одного образования по типу «матового стек-
ла». Среди рентгенограмм с наличием образования 
солидного типа количество ошибочных интерпре-
таций составило 29% (n = 38), среди рентгенограмм 
с образованиями субсолидного типа – 38% (n = 6).

Количество случаев гипердиагностики при 
анализе рентгенограмм с  образованиями раз-
мерами до 10  мм составило 80%  (n = 4), размера-
ми от 10 до 30 мм – 33% (n = 32), размерами более 
30 мм – 21% (n = 10).

Оказалось, что наибольшие сложности с  вы-
явлением патологии возникали в  случае лока-
лизации изменений в  С1, С2 правого легкого 

Таблица 2. Результативность выявления патологических изменений в легких

Показатель Чувствительность, 
%

Специфичность, 
%

Отношение 
правдоподобия 
положительного 
результата

Отношение 
правдоподобия 
отрицательного 
результата

Прогностическая 
ценность 
положительного 
результата, %

Прогностическая 
ценность 
отрицательного 
результата, %

Точность,  
%

Модель 1 (n = 100) 83 99 78,33 0,17 83 99 98

Модель 2 (n = 5150) 69 96 15,83 0,32 32 99 95

Таблица 1. Результаты интерпретации цифровых рентгенограмм системой автоматического 
анализа

Показатель Классификатор

определено как патология определено как норма

TP FP FN TN

Модель 1 (n = 100), n (%) 5 (83) 1 (1) 1 (17) 93 (99)

Модель 2 (n = 5150), n (%) 104 (69) 219 (4) 46 (31) 4781 (96)

FN – false negative (классификатор неверно утверждает, что объект не принадлежит к рассматрива-
емому классу), FP – false positive (классификатор неверно отнес объект к рассматриваемому классу), 
TN – true negative (классификатор верно утверждает, что объект не принадлежит к рассматриваемо-
му классу), TP – true positive (классификатор верно отнес объект к рассматриваемому классу)

Характеристические кривые: А – для модели 1, Б – для модели 2; AUC – area under the curve 
(площадь под кривой)
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(31 и 28% соответственно) и в С1+2 левого легкого 
(53%). Это может быть ассоциировано с локализа-
цией патологических изменений за тенью ребер 
и в верхушках легких в результате суммации тени 
округлого образования и  тени 1-го  ребра или 
ключиц на рентгенограмме.

Обсуждение
Полученные показатели критериев диагностиче-
ской эффективности интерпретации цифровых 
рентгенограмм легких с  синдромом округлого 
образования в  легочной ткани свидетельствуют 
о  перспективности данного метода интерпрета-
ции цифровых рентгенологических изображе-
ний, а  также о  возможности допуска программ-
ного продукта к клинической валидации [10].

При сравнении результатов нашего иссле-
дования с  данными других работ отмечено, что 
показатели чувствительности, специфичности, 
отношения правдоподобия положительного ре-
зультата, отношения правдоподобия отрица-
тельного результата, прогностической ценности 
положительного результата, прогностической 
ценности отрицательного результата находят-
ся в одном диапазоне, но колеблются в пределах 
5–10%, что может быть обусловлено как каче-
ством обучения программных продуктов, так 
и разностью выборок, примененных для тестиро-
вания. Это требует дальнейшего исследования на 
большем количестве выборок [6, 8, 14].

Если сравнивать ресурсы данного продук-
та с  возможностями врача-рентгенолога в  вы-
явлении аналогичной патологии, можно го-
ворить о  сопоставимых результатах. В  нашей 
предыдущей работе мы провели тестирование 
врачей-рентгенологов на возможность выявления 
округлых образований в  легких при цифровой 
рентгенографии. Были получены следующие по-
казатели диагностической эффективности: чув-
ствительность – 75,35%, специфичность – 72,28%, 
отношение правдоподобия положительного ре-
зультата – 2,71, отношение правдоподобия отри-
цательного результата  – 0,34, прогностическая 
ценность положительного результата  – 54,02%, 
прогностическая ценность отрицательного ре-
зультата  – 87,15%, точность  – 73,2%  [5]. Схожие 
данные опубликованы Y.  Sim и  соавт.: результа-
ты тестирования системы машинного обучения 
и анализа цифровых рентгенологических изобра-
жений были аналогичны таковым, полученным 
при тестировании врачей-рентгенологов, при 
этом на этапе повторного анализа рентгенограмм 
врачом-рентгенологом уже с использованием ре-
зультатов анализа рентгенограмм программным 

продуктом средняя чувствительность возмож-
ностей рентгенологов повысилась с 65,1 до 70,3%, 
в свою очередь чувствительность программы ав-
томатического анализа в среднем составила 67,3% 
(от 56,1 до 82,7%) [15].

Вместе с тем подчеркнем, что при использова-
нии модели 2 с большим объемом рентгенограмм 
в  исследовании и  уменьшением соотношения 
между нормой и  патологией мы видим снижение 
чувствительности программного продукта, про-
гностической ценности положительного резуль-
тата, отношения правдоподобия положительного 
результата и площади ROC-кривой. При этом спе-
цифичность, прогностическая ценность отрица-
тельного результата и точность снижаются крайне 
незначительно (в пределах 2–3%). Все это может 
быть обусловлено как большей вариативностью 
различных патологических процессов, предложен-
ных системе, так и  размерами выборки наблюде-
ний и соотношением между нормой и патологией.

Отметим: данная система автоматического 
обнаружения патологических изменений не смог-
ла решить наиболее сложные проблемы выявле-
ния при рентгенографии округлых образований, 
встречающихся в  клинической практике (обра-
зования с  низкими плотностными характери-
стиками, по данным компьютерной томографии 
относящиеся к  типу «матового стекла»), и  при 
локализации патологических изменений за тенью 
ребер и  в верхушках легких  – так называемую 
проблему суммации теней.

Заключение
Диагностическая эффективность исследуемой 
системы автоматического анализа изображений 
на основе сверточных нейронных сетей прибли-
жается к аналогичным показателям врачей-рент-
генологов.

В случае принятия решения о  целесообраз-
ности рассмотрения системы в  качестве вспо-
могательного второго мнения для врачей-рент-
генологов медицинским учреждениям для 
выбора подходящей системы необходимо прово-
дить предварительное тестирование на собствен-
ных моделях, эквивалентных исследованиям, 
которые проводятся в  данном учреждении (па-
раметры выполнения рентгенографии, характер 
и частота выявляемой патологии).

Медицинскому сообществу предстоит широ-
кая клиническая апробация разработанных си-
стем искусственного интеллекта на независимых 
наборах данных, и  эти результаты могут изме-
нить показатели диагностической точности дан-
ных алгоритмов. 
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Rationale: Most data on the effectiveness of 
systems for the analysis of digital X-ray images 
have been provided by their developers and 
require a  high-quality validation in databases 
prepared independently of the developer.
Aim: To analyze the information content of 
automatic identification of spherical lung masses 
with digital X-ray imaging using one of the widely 
available diagnostic algorithms on publicly 
unaccessible reference datasets.
Materials and methods: The study was based 
on the recognition and analysis of digital X-ray 
images from two publicly inaccessible reference 
datasets that have the state registration (Russian 
Federation) with one of the publicly available 
diagnostic algorithms (FutureMed Analyzer). 
The study was performed using two models of 
X-ray screening as examples: Model  1 consisted 
of 100  X-ray images of the lungs with a  normal: 
abnormal ratio of 94%: 6%; Model  2 consisted of 
5150 chest X-ray images with a normal: abnormal 
ratio of 97%: 3%.
Results: According to the results of the analysis 
of the X-ray images with the diagnostic system, 
98%  of the images were correctly interpreted 
with Model 1 and 95% of the images, with Model 
2. 83% of the cases from Model  1 and 69% from 
Model  2% were interpreted as images with lung 
abnormalities. The percentage of correct answers 
for differentiation of the chest X-ray images into 
two categories (normal vs. abnormal) for Model 1 
and Model  2 was 95% and 98%, respectively. 
The sensitivity for detection of abnormal masses 
ranged from 69% to 83%. The specificity was 99% 

for the Model 1 chest X-ray images and 96% for the 
Model  2 chest X-ray images. The underdiagnosis 
rate was quite low ranging for Model 1 – 17%, and 
for Model 2  – 31%. The area under the curve for 
Model 1 was 0.91 and for Model 2 0.85.
Conclusion: The diagnostic efficiency of 
the automatic image analysis based on the 
convolutional neuronal networks approaches 
that of the radiologists. This system of automatic 
identification of abnormalities was unable to solve 
the most complex problems of detecting low 
density spherical masses (like "ground glass" area 
on computed tomography) and that of shadow 
summation for abnormalities located in such 
difficult to interpret zones as lung apices, clavicles, 
ribs, etc. To select a  suitable system, medical 
institutions need to conduct preliminary testing 
in their own models equivalent to the studies 
performed in a  given institution (parameters 
for radiography, nature and frequency of 
abnormalities).

Key words: lung X-ray, lung mass, screening, 
artificial intelligence, convolutional neuronal 
networks
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Исследование формирования тканево-
инженерного конструкта на основе 
кардиомиоцитов и матрикса различной 
степени анизотропии и жесткости

Щербина С.А.1 • Шутько А.В.1 • Низамиева А.А.1 • Никитина А.В.1 • Слотвицкий М.М.1 •  
Цвелая В.А.1, 2 • Агладзе К.И.1, 2

В экспериментах in vitro в  последнее десяти-
летие было установлено, что механические 
свойства подложек сильно влияют на эффек-
тивность дифференцировки индуцированных 
плюрипотентных и  эмбриональных стволовых 
клеток и их развития в зрелый фенотип. Меняя 
механо-эластические и  структурные харак-
теристики подложки, можно повышать про-
центный выход дифференцировки стволовых 
клеток в кардиомиоциты. Цель данной работы 
состояла в изучении влияния изменения физи-
ческих характеристик подложек на формирова-
ние фенотипических особенностей сердечных 
клеток. В  задачи входило сравнение структур-
ных свойств культивируемых слоев сердечной 
ткани, полученных при варьировании эластич-
ности и  структуры полимерных подложек. 
Pезультаты показали значительные различия 
в  кальциевой активности и  структурных осо-
бенностях кардиомиоцитов в  зависимости от 
свойств подложки, а  также существенное ва-
рьирование проведения возбуждения. В связи 
с  тем что нарушения проведения в  сердечной 

ткани часто приводят к  возникновению опас-
ных сердечных аритмий, полученные данные 
предполагается использовать для определения 
группы пациентов с повышенным риском смер-
ти от сердечной недостаточности.

Ключевые слова: кардиомиоцит, кардиальная 
дифференцировка, стволовые клетки, ткане-
во-инженерные конструкции, оптическое кар-
тирование
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Индуцированные плюрипотентные 
стволовые клетки (ИПСК) позволя-
ют с  помощью направленной диф-
ференцировки получать пациент-

специфические кардиомиоциты, используемые 
затем для изучения физиологических/патофи-
зиологических процессов в  сердечной ткани. 
Полученные данные могут применяться для 
раскрытия механизмов возникновения сердеч-
ных аритмий и  разработки новых методов ле-
чения in vitro. Однако в настоящее время не ре-
шен вопрос о соответствии фенотипа сердечных 
клеток, получаемых направленной дифферен-
цировкой из ИПСК, фенотипу зрелых клеток, 
складывающемуся при развитии сердца в тече-
ние жизни пациента. Одним из недостатков ис-
пользования кардиальных слоев, получаемых 
из дифференцирующихся кардиомиоцитов, 
считается незрелый эмбрионоподобный функ-
циональный фенотип, получаемый в  стандарт-
ных условиях дифференцировки [1–3]. Зачастую 
электрофизиологическая функция монослоев 
из кардиомиоцитов, полученных с  помощью 
направленной дифференцировки из ИПСК, ис-
пользуемых в настоящее время, характеризует-
ся медленной скоростью распространения элек-
трического импульса и  незрелыми профилями 
потенциала действия. Ранее авторами были из-
учены электрофизические характеристики диф-
ференцированных в  кардиомиоциты клеток, 
в  частности, профили потенциала действия 
и возможность формирования функционально-
го синцития между ними. Полученный в работе 
после 30-го дня от начала дифференцировки фе-
нотип кардиомиоцитов в  настоящей статье мы 
условно называем зрелым [4, 5].

Изучение влияния внешних факторов на 
формирование in vitro сердечной ткани показа-
ло, что физическое окружение играет важную 
роль в дифференцировке стволовых клеток и их 
нормальном развитии. Недавние исследования 
продемонстрировали определяющее значение 
микроокружения для высокоэффективной диф-
ференцировки в кардиомиоциты [1, 6, 7].

Цель данной работы состояла в  изучении 
влияния изменения физических характеристик 
подложки на форму кардиомиоцитов и проведе-
ние ими электрического возбуждения.

В задачи работы входило:
• сравнение кальциевой активности и свойств 

проведения волн возбуждения по культиви-
руемым слоям кардиомиоцитов, полученных 
при варьировании эластичности и  структу-
ры подложек;

• сравнение структурных особенностей, в том 
числе формы клеток, структуры цитоскеле-
та отдельных кардиомиоцитов, кластерных 
форм клеточных образований для монослоев 
при их дифференцировке и  формировании 
на подложках с  различной эластичностью 
и анизотропной структурой.
Результаты данной работы показывают зна-

чительное различие клеточных фенотипов, их 
структурных и  функциональных особенностей, 
таких как увеличение сократительной активно-
сти вследствие понижения анизотропии подлож-
ки; повышение равномерности распространения 
фронта волн возбуждения вследствие повыше-
ния анизотропии подложки; выравнивание кле-
ток и клеточных структур вдоль волокон, влия-
ющее на скорость и характер проведения волны 
возбуждения; увеличение скоростей проведения 
волн возбуждения с повышением жесткости по-
лимерной подложки. Основным результатом 
работы следует признать определение зависимо-
сти получаемой формы клеток от окружающей 
степени анизотропии при формировании мо-
нослоев, полученных с  помощью направленной 
дифференцировки из ИПСК в  различных усло-
виях: наиболее ровный фронт волны при ее рас-
пространении по образцу получался на стекле, 
покрытом белковым матриксом, наибольшая 
скорость проведения волны возбуждения дости-
галась на жесткой полимерной подложке.

Материал и методы
В данной работе применяли комплексный под-
ход к  изучению формирования монослоев кар-
диомиоцитов в  зависимости от микроокруже-
ния. Были использованы следующие основные 
методы:
• клеточная дифференцировка и культивиро-

вание линии ИПСК, полученной от карди-
ально здорового пациента;

• создание подложек из полимерных волокон 
с помощью метода электроспиннинга, а так-
же подложек из полидиметилсилоксановых 
(ПДМС)-мембран;

• белки/матриксы: создание подложек с  раз-
личными адгезивными поверхностями (рас-
твор фибронектина, Matrigel);

• оптическое картирование с использованием 
кальцийзависимых красителей.

Получение подложек различной степени 
жесткости
Подложки для культивирования клеток изго-
тавливали из полимера полидиметилсилоксана 
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(ПДМС) путем смешивания двух жидких ком-
понент: геля Sylgard 184 Base (Dow Corning) 
и  эластомер Sylgard 184 (Dow Corning) в  соот-
ношении 10:1 по массе. Для создания подложек 
с  другими механическими свойствами, в  част-
ности с  меньшей степенью жесткости, смеши-
вали приготовленный ранее и  мягкий ПДМС 
в соотношениях 40/60 и 60/40 при аналогичном 
смешивании 10 частей данной основы с 1 частью 
эластомера Sylgard 184. Мягкая составляющая 
ПДМС готовилась путем смешивания равных 
масс двух частей  – Sylgard  527 Part A  и  Sylgard 
527  Part B (Dow Сorning). После тщательного 
перемешивания в чашке Петри в течение 10 ми-
нут получившийся жидкий раствор равномерно 
распределяли в  лунки 24-луночного планше-
та до полного их покрытия слоем около 3  мм. 
Затем планшет с нанесенными пленками ПДМС 
ставили в печь при 70 °С на 12–24 часа до полно-
го отвердевания. Получившиеся подложки об-
рабатывали в  стерильных условиях 70% этило-
вым спиртом и водой в течение часа, после чего 
подвергали ультрафиолетовому излучению так-
же в течение часа. Для улучшения адгезивности 
подложки наносили раствор Matrigel (Corning, 
кат. № 356234, стоковая концентрация раствора 
8 мг/мл) в течение 2 часов при комнатной темпе-
ратуре также в стерильных условиях.

Получение подложек различной степени 
анизотропии
Раствор поликапролактона (англ. polycapro-
lactone, PCL) готовили путем растворения по-
рошка PCL (440744, Sigma-Aldrich, США) в  гек-
сафторизопропаноле в  концентрации 10–15%. 
Приготовленный раствор подвергали электро-
прядению (электроспиннингу) на установке 
Nanon-01 (Mecc Co., Ltd) с приложенным напря-
жением между наконечником шприца и  зазем-
ленным коллектором в диапазоне от 5 до 10 кВ. 
Его загружали в шприц на 3 мл и вводили через 
иглу с  тупым концом 20-го  калибра со скоро-
стью потока 0,1–1 мл/ч при использовании про-
граммируемого шприцевого насоса Fusion  100 

(Chemyx Inc., Япония). Нановолокна электро-
прядили непосредственно на поверхность по-
кровного стекла диаметром 15 мм, нанесенного 
на заземленный коллектор. Угловая скорость 
составляла 1000 об/мин. После завершения про-
цесса электроспиннинга неадгезивные нано-
волоконные субстраты PCL обрабатывали уль-
трафиолетом и  покрывали матриксом Matrigel 
(Corning, кат. № 356234) или Geltrex (Gibco, кат. 
№ A1413301) для повышения их адгезивности.

Дифференцировка и ведение индуцированных 
плюрипотентных стволовых клеток
Культивирование ИПСК проходило на заранее 
подготовленных подложках из ПДМС, покры-
тых матриксом Matrigel в культивируемой среде 
Е8 (Gibco, A1517001) в  соответствии с  протоко-
лом [5]. Базовым протоколом для дифференци-
ровки был протокол активации сигнального 
пути WNT/β-катенин с помощью CHIR99021 при 
его последующем ингибировании [4, 8–10]. 
Клеточная линия isma6L, используемая в  рабо-
те, получена в Институте цитологии и генетики 
СО РАН от пациентов Национального медицин-
ского исследовательского центра им. академика 
Е.Н. Мешалкина (г. Новосибирск). Апробация 
данной линии была опубликована ранее [4, 8]. 
Для дифференцировки ИПСК в кардиомиоциты 
был осуществлен подбор протокола для линии 
isma6L (рис. 1). За основу для модификаций про-
токолов направленной дифференцировки ИПСК 
в кардиомиоциты взяли опубликованный ранее 
протокол [9, 10]. Для проверки селекции кардио-
миоцитов, полученных из ИПСК данной линии 
как чистой популяции клеток, выполнялась ме-
таболическая селекция полученных дифферен-
цированных клеток в течение 5–7 дней [10] в сре-
де RPMI 1640 без глюкозы с лактатом.

Рис. 1. Протокол для дифференцировки линии индуцированных плюрипотентных 
стволовых клеток iSMA6L в желудочковые кардиомиоциты [9, 10]

12 μM CHIR99021 
RPMI/B27-insulin

5 μM IWP2  
RPMI/B27-insulin

RPMI/B27

0 1 3 5 7

Появление 
сокращающихся 

клеток

День 
дифференцировки

Рис. 2. Микроскопические изображения структуры колоний индуцированных 
плюрипотентных стволовых клеток, дифференцирующихся в кардиомиоциты, на подложках 
различной жесткости: А – слой кардиомиоцитов на 25-й день дифференцировки 
на подложке полидиметилсилоксана 60/40; Б – слой кардиомиоцитов на 27-й день 
дифференцировки на 100% твердом полидиметилсилоксане (100/0); × 10

АА ББ
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Метаболическая селекция
Для снятия электрофизиологических характе-
ристик с дифференцирующихся клеток и экспе-
риментов по формированию монослоев, послед-
ние в процессе дифференцировки рассаживают 
с помощью раствора Версена на подложки, пере-
численные выше. Для выделения чистой попу-
ляции кардиомиоцитов начиная от 2 дней после 
пересадки в  течение 7–10  дней была протести-
рована метаболическая селекция, при которой 
кардиомиоциты в  процессе дифференцировки 
культивируются в  лактозной среде RPMI  1640 
без D-глюкозы (Thermo Fisher Scientific, США), 
содержавшей 213  мкг/мл L-аскорбиновой кис-
лоты 2-фосфат сесквимагний соль гидрата 
(Sigma-Aldrich, США), 500 мкг/мл рекомбинант-
ного альбумина человека, экспрессированно-
го в  oryza sativa (Sigma-Aldrich, США), и  5  мМ 
DL-лактата натрия (L4263, Sigma-Aldrich, США). 
Данный метод показал увеличение на 20%  эф-
фективности экспериментов для измерения 
электрофизиологических характеристик (по-
тенциала действия, токов) для одиночных рас-
саженных кардиомиоцитов, а также улучшение 
формирования синцития после пересадки диф-
ференцирующихся в  кардиомиоциты клеток, 
так как зрелыми кардиомиоциты можно счи-
тать к  40-му дню от начала дифференцировки 
[5] и перевода на сывороточную среду согласно 
протоколу [10].

Оптическое картирование
После направленной дифференцировки 
ИПСК в  монослой кардиомиоцитов на различ-
ных подложках изучали проведение волны 

возбуждения. День эксперимента отсчитыва-
ется от начала дифференцировки. Следующий 
протокол описывает процедуру оптического 
картирования волны возбуждения:
• образец инкубировали при температу-

ре 37  °С от 30  минут до часа с  кальций-
зависимым флуоресцентным красителем 
Fluo-4  (Invitrogen, F14201) в  концентрации 
4 мкг/мл;

• по истечении времени данный раствор за-
меняли на солевой раствор Тироде (Sigma-
Aldrich Co., США, T2145-10L с  pH 7,25) той 
же температуры. Сам образец помещали на 
термопластинку для поддержания физиоло-
гической температуры;

• визуализация сигнала, сопутствующего 
возбуждению клеток, и  запись видео про-
изводились при помощи системы Olympus 
MVX10 MacroView и  камеры с  высоким 

Рис. 5. Колонии индуцированных плюрипотентных стволовых клеток на 2-й день после 
рассадки (1:5), посаженные на направленно ориентированные (выровненные) волокна; × 10

Рис. 3. Зависимость значений средней скорости проведения 
волны возбуждения (мм/c) при стимуляции в 1 Гц по слою 
кардиомиоцитов, полученных в процессе дифференцировки 
индуцированных плюрипотентных стволовых клеток 
в кардиомиоциты на матриксе полидиметилсилоксана разного 
состава, от жесткости подложки
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Рис. 4. Различные типы волокон, полученных с помощью электроспиннинга:  
А – направленно ориентированные волокна, полученные с помощью щелевого коллектора 
(анизотропная нановолоконная подложка); Б – хаотически расположенные волокна, 
полученные без щелевого коллектора (изотропная нановолоконная подложка). Волокна 
покрашены флуоресцентным красителем; × 10

АА

ББ
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пространственным и  временным разреше-
нием Andor EMCCD Camera 897-U (512 × 512, 
130 кадров в секунду);

• стимуляция кардиослоев проводилась то-
чечным электродом с  разными частотами 
возбуждения от 1 до 5 Гц;

• для последующей обработки видео использо-
вали программу ImageJ и ее плагины (http://
rsbweb.nih.gov/ij/).
Отметим: эксперимент не должен длиться 

более 30  минут, так как при превышении этой 

временной нормы возможно повреждение кле-
ток или нарушение их дальнейшего развития. 
После картирования и  промывки образец сно-
ва заливали средой RPMI 1640 + B-27 Supplement 
(Gibco, 17504044) и помещали обратно в инкуба-
тор до следующих экспериментов.

Иммуноцитохимический анализ
Для исследования морфологии культуры по-
лучаемых в  процессе дифференцировки кар-
диомиоцитов образцы после картирований 
фиксировались с помощью 4% параформальде-
гида и  окрашивались на специфичный сокра-
тительному аппарату кардиомиоцитов белок 
α-актинин, актиновые филаменты и  ДНК кле-
ток. Для этого использовали антитела  – пер-
вичное на α-актинин (monoclonal anti-α-actinin 
(sarcomeric) antibody produced in mouse, Sigma 
(1:1000) и вторичное (anti-mouse Alexa Fluor 594 
(ab’) 2  fragment of Goat anti-mouse IgG (H + L), 
Sigma 1:2000), а  также неспецифичные кра-
сители Alexa Fluor 488 Phalloidin Conjugate 
(Invitrogen, A12379) и  DAPI (Thermo Scientific, 
62248). Исследование проводили на сканирую-
щем конфокальном микроскопе LSM 710 (Zeiss, 
Германия) с  помощью встроенных режимов на 
лицензионном программном обеспечении Zeiss. 
Сигналы от каждой флуоресцентной метки ре-
гистрировались в  соответствующем диапазоне 
длин волн. Затем каналы были условно обозна-
чены цветами и объединены.

Результаты
Результаты работы можно условно разделить на 
2 части:
• исследование влияния жесткости подложки 

и матрикса Matrigel на формирование карди-
ального синцития при направленной диффе-
ренцировке ИПСК в кардиомиоциты;

• исследование влияния анизотропии на фор-
мирование кардиального синцития при на-
правленной дифференцировке ИПСК в кар-
диомиоциты.

Исследование влияния жесткости подложки 
и матрикса на формирование кардиального 
синцития
В первую очередь было проведено исследова-
ние влияния жесткости подложки и  матрикса 
на формирование кардиального синцития при 
направленной дифференцировке ИПСК в  кар-
диомиоциты. Показано значительное различие 
при формировании монослоев кардиомиоцитов 
на подложках с  различными свойствами. Для 

Рис. 6. Кардиомиоциты, посаженные на направленные волокна, вытянутые вдоль волокна: 
А – посадка 100 000 клеток на лунку (d = 15 мм); Б – посадка 50 000 клеток. На рисунках 
представлены поликапролактоновые волокна (cиним цветом обозначены ядра клеток 
и волокна, зеленым – F-актин в клетках); × 10

АА

ББ

Рис. 7. Конфокальное изображение иммуноцитохимической окраски кардиальных 
тяжей, полученных в процессе дифференцировки индуцированных плюрипотентных 
стволовых клеток в кардиомиоциты на направленных волокнах. Красным указан маркер 
кардиомиоцитов α-актинин, зеленым – F-актин, синим – ядра клеток. C помощью цвета 
также обозначено пространственное расположение тяжей: от красного (ближе) к синему 
(дальше); × 40
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повышения адгезивности с поверхностью диф-
ференцирующихся колоний ИПСК тестирова-
ли различные матриксы и белки – человеческий 
фибронектин, Matrigel и  Geltrex. Результаты 
показали, что при дифференцировке или по-
следующей рассадке на культуральном пласти-
ке, покрытом матриксом Matrigel, формиро-
вание кардиослоев происходило эффективнее 
в  90%  образцов, общая электрофизиологиче-
ская зрелость кардиомиоцитов наблюдалась на 
50–54-й  день после начала дифференцировки 
[5]. При сравнении матриксов Matrigel и Geltrex 
первый показывал лучшие результаты с  точки 
зрения получаемых кардиальных синцитиев 
и проведения волн возбуждения.

Исследование выполняли также в зависимо-
сти от разной степени жесткости подложки. Для 
этого был использован полимер ПДМС в  раз-
ных пропорциях базового полимера. Условно 
ПДМС обозначали по процентному содержа-
нию компонент базового полимера (твердый 
к  мягкому). Например, ПДМС 60/40 означало 
60%  более твердой базы с  40%  мягкой компо-
ненты. На заранее подготовленных таким обра-
зом планшетах с разной жесткостью ПДМС, по-
крытого Matrigel, проводили культивирование 
ИПСК и  последующую направленную диффе-
ренцировку ИПСК в кардиомиоциты. На рис. 2 
показаны слои кардиомиоцитов, полученных на 
ПДМС различной жесткости на 25–27-й день от 
начала дифференцировки, что говорит о  раз-
личии получаемых структур, образуемых клет-
ками на таких подложках. Для каждого план-
шета существовал контроль на культуральном 
пластике. Первые сокращения наблюдались не 
в контроле на культуральном пластике, а на са-
мом твердом ПДМС (100/0) на 8-й  день, через 
6-9  часов после добавления последнего компо-
нента среды по протоколу.

Оптическое картирование для самого жест-
кого ПДМС (100/0) проводили на 23-й  день, 
для ПДМС 60/40  – на 22-й  день, для ПДМС 

40/60 – также на 22-й день. Скорость проведения 
волны возбуждения составляла для ПДМС 100/0 
около 52,33  мм/c, для ПДМС 60/40  около 
42,6 мм/c, для ПДМС 40/60 примерно 32,67 мм/c. 
Погрешности и  скорости указаны на рис. 3. 
Согласно статье [5], на 22–24-й  день скорость 
составляет  40% от максимальной у  созревшего 
слоя кардиомиоцитов, дифференцированных из 
ИПСК, что близко по значениям к скоростям на 
реальной сердечной ткани. Полученные данные 
по скоростям на данных подложках позволя-
ют констатировать, что при дифференцировке 
ИПСК в кардиомиоциты на подложке из самого 
жесткого ПДМС (100/0) имеется преимущество 
в  скорости проведения волны возбуждения по 
такому слою по сравнению с контролем на куль-
туральном пластике.

Исследование влияния структуры подложек 
(анизотропии) на характеристики сердечных 
слоев
С целью поиска оптимальной подложки для 
дифференцировки ИПСК в кардиомиоциты из-
учали модели анизотропных и изотропных об-
разцов культивированных кардиальных слоев, 
полученных с  помощью нановолоконных по-
лимерных (PCL) подложек с  различной степе-
нью анизотропии (рис. 4). Данный поиск был 

Рис. 8. Карты сжатия для кардиомиоцитов, дифференцированных из индуцированных 
плюрипотентных стволовых клеток на анизотропном (A) и изотропном (Б) нановолоконных 
каркасах, а также стекле (В) (все подложки обработаны Matrigel). Цветовая функция 
отображает локальные скорости смещения во время сокращения (мкм/с). Стрелка 
показывает ориентацию анизотропных волоко

АА ББ ВВ

Рис. 9. Активационные карты оптического картирования, 
полученные при стимуляции 1 Гц монослоев кардиомиоцитов, 
дифференцированных из индуцированных плюрипотентных 
стволовых клеток, на 50-й день от начала дифференцировки на 
различных подложках: А и Б – на анизотропных подложках, В – 
на изотропной подложке, Г – на стекле, покрытом матриксом 
Geltrex. Звездочкой обозначены места стимуляции образцов 
точечным электродом, стрелками указано направление волокон 
в случае их направленности. Образцы визуально сократимы, 
но функционально клетки разобщены в зависимости от 
степени анизотропии в сравнении 9А и 9В. Электротоническое 
возбуждение составляло менее 0,2 мм; × 1,6

АА ББ

ВВ ГГ
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необходим для создания условий лучшего фор-
мирования функционального синцития карди-
омиоцитов в процессе дифференцировки, а так-
же для исследования влияния анизотропии на 
проведение возбуждения. Таким образом, опре-
делено 4 типа подложек, представляющие собой: 
1)  направленно ориентированные или выров-
ненные волокна (рис. 4А); 2) хаотически распо-
ложенные волокна (рис. 4Б); 3) стекло; 4)  куль-
туральный пластик. Все четыре вида подложек 
покрывали матриксом Matrigel для улучшения 
роста клеток.

После посадки ИПСК на 2-й  тип подложки 
колонии ИПСК располагались примерно таким 
же образом, как и  на культуральном пластике, 
не образуя упорядоченных структур, при этом 
формируя конфлюэнтный слой. Однако при по-
садке ИПСК на направленные волокна (1-й тип 
подложки) колонии имели вытянутую форму 
и  формировались вдоль волокон, как показано 
на рис. 5. На полученных волокнах конфлюэнт-
ный монослой формировался в  2  раза медлен-
нее, чем на подложках из культурального пла-
стика и стекла.

Если проводить рассадку кардиомиоцитов 
на выровненные волокна, можно также уви-
деть вытягивание их цитоскелета вдоль волокон 
(рис. 6). Некоторые кардиомиоциты образуют 
кластеры, их кальциевая активность и сокраще-
ния распространяются по направлению волокон 
быстрее, чем поперек волокнистой структуры.

В процессе дифференцировки на направ-
ленных волокнах кардиомиоциты начинают 
формировать тяжи. Их расположение также на-
правлено вдоль волокон, как показано на рис. 7.

Последними при дифференцировке стали 
проявлять сокращения клетки на изотропных 
образцах, то есть хаотичных волокнах. Там же 
наблюдались наиболее несинхронные сокраще-
ния и неоднородность распределения сокраща-
ющихся тяжей и  кластеров кардиомиоцитов, 
полученных при направленной дифференци-
ровке. Самые активные сокращения регистри-
ровали на культуральном пластике, что можно 
наблюдать на картах сокращений (рис. 8).

Формирование функционального проводя-
щего синцития протекало на всех подложках 
по-разному, что соотносится с  работой [11]. 
На изотропной подложке (хаотичных волок-
нах) данный процесс почти не наблюдался. 
Клетки группировались в кластеры и сокраща-
лись в  них, не соединяясь друг с  другом. Было 
проведено оптическое картирование образ-
цов на разных подложках после 50-го  дня от 

начала дифференцировки (рис. 9). Как показано 
на рис. 9В, при точечной стимуляции образца 
на изотропной подложке происходило воз-
буждение лишь соседних с  электродом клеток, 
волна возбуждения не распространялась. На 
рис. 9А и  9Б показаны активационные карты 
образцов на анизотропной подложке, то есть на 
направленных волокнах. Как видно из рисун-
ков, в  данном случае возбуждение распростра-
нялось крайне неравномерно. Быстрее волна 
возбуждения распространялась вдоль направ-
ления волокон, наиболее равномерно  – на об-
разцах с подложкой из стекла и культурального 
пластика. При сравнении активационных карт 
обнаружили, что наиболее однородный монос-
лой из дифференцированных в кардиомиоциты 
клеток формируется на культуральном пласти-
ке с Matrigel.

Метаболическая селекция
Для выделения чистой популяции кардиоми-
оцитов через несколько дней (от  2  дней) после 
пересадки в  течение 7–10  дней была протести-
рована метаболическая селекция, при которой 
кардиомиоциты в  процессе дифференцировки 
культивируются в  лактозной среде RPMI  1640 
без D-глюкозы (Thermo Fisher Scientific, США), 
содержавшей 213  мкг/мл L-аскорбиновой кис-
лоты 2-фосфат сесквимагний соль гидрата 
(Sigma-Aldrich, США), 500 мкг/мл рекомбинант-
ного альбумина человека, экспрессированно-
го в  oryza sativa (Sigma-Aldrich, США), и  5  мМ 
DL-лактата натрия (L4263, Sigma-Aldrich, США). 
Данный метод показал увеличение результа-
тивности экспериментов на 20% для одиночных 
кардиомиоцитов, а также улучшение формиро-
вания синцития после пересадки дифференци-
рующихся клеток и перевода на сывороточную 
среду.

Обсуждение
Свойства окружения, безусловно, играют важ-
ную роль при формировании клеточных струк-
тур. В  частности, подложки для культивируе-
мых кардиослоев при их формировании in vitro 
выполняют функцию, аналогичную внеклеточ-
ному матриксу in vivo. В  представленной рабо-
те было показано, что варьирование жесткости 
подложки изменяет скорость проведения волны 
возбуждения. При этом скорость увеличивается 
с повышением жесткости подложки. Дальнейшие 
исследования могут определить оптимальную 
жесткость для создания зрелого фенотипа кар-
диомиоцита in vitro, наиболее соответствующего 
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фенотипу клеток сердца пациента, что, в  свою 
очередь, позволит осуществить разработку эф-
фективной экспериментальной платформы для 
исследования пациентспецифичного действия 
фармацевтических препаратов и кардиотоксич-
ности. Под зрелым фенотипом кардиомиоцитов 
в представленной статье подразумевается фено-
тип желудочкового кардиомиоцита, имеющего 
сформированный потенциал действия, харак-
терный для взрослого кардиомиоцита, сформи-
рованные токи и  уже прошедший период раз-
вития межклеточных связей для образования 
электрического синцития на 50–54-й день от на-
чала дифференцировки [4, 5, 12].

Отметим: в работе был исследован класс ме-
нее жестких подложек, на которых ряд авторов 
наблюдали мощные синхронные сокращения 
слоя клеток. Нами такого эффекта обнаружено 
не было, что вступает в противоречие с работой 
[13].

Мы также отметили эффект организации 
дифференцирующихся клеток в  тяжеподобные 
волоконные структуры. Точный биологический 
механизм такого выравнивания неизвестен. На 
наш взгляд, это может быть связано с известным 
свойством усиления актинового цитоскелета 
в ответ на внешнюю силу, то есть при анизотро-
пии актиновые нити ремоделируются под дей-
ствием приложенного напряжения, полученно-
го в  результате натяжения подложки-волокна, 
стабилизируя весь клеточный комплекс [14]. 
Напряжение является максимальным, если ак-
тиновые филаменты выровнены друг с другом, 
что обусловливает предпочтение межклеточно-
го выравнивания цитоскелетов. Такое выравни-
вание лучше всего описывается гамильтоновой 
механикой и, например, в  клеточной модели 
Поттса выглядит следующим образом [15]:

H = Hadhesive + Helastic + Hprotr + Hnuclei + Hjunctions,

где Hadhesive  – гамильтониан взаимодействия 
клеток с  подложкой (адгезия); Helastic  – гамиль-
тониан, описывающий эластичные свойства 
мембраны и постоянство объема клетки; Hprotr – 
гамильтониан, описывающий динамику вы-
пячивания сердечных клеток, которая создает 
характерные многоугольные формы этих кле-
ток; Hnuclei  – гамильтониан, описывающий бо-
лее высокую с  математической точки зрения 
жесткость ядер по сравнению с  телом клетки; 
Hjunctions – гамильтониан, описывающий стабиль-
ность адгезионных соединений и выравнивание 
цитоскелетов соседних клеток.

В рамках последнего гамильтониана описы-
вается сила, под действием которой происходит 
образование тяжеподобных структур и их стаби-
лизация. Несмотря на то что данный эффект не 
продемонстрировал лучших электрофизиологи-
ческих характеристик по сравнению с обычными 
изотропными условиями дифференцировки, ре-
зультат может быть полезен для регенеративной 
медицины с точки зрения места волоконной ар-
хитектуры в тканевой инженерии сердца.

Заключение
Кардиомиоциты, получаемые из ИПСК, позво-
ляют реализовать идею постоянного пациент-
специфичного источника кардиальных клеток. 
Доступность ИПСК даст возможность разра-
ботать улучшенные платформы для тестирова-
ния фармацевтических препаратов и  модели-
рования патологий, а  также внедрить методы 
клеточной терапии и  трансплантации выра-
щенных тканей. В  данной работе была успеш-
но проведена попытка повышения качества 
получаемых клеточных структур путем изу-
чения проведения волн возбуждения по ним. 
Формирование кардиальных слоев из диффе-
ренцируемых ИПСК варьировалось различным 
микроокружением клеток. Результаты предпо-
лагают улучшение структурных и  электрофи-
зиологических свойств кардиомиоцитов в  ус-
ловиях разных свойств клеточной микросреды, 
которые были измерены с помощью визуализи-
рующего волны возбуждения широко исполь-
зуемого [5, 16] кальцийзависимого красителя.

Итоги данной работы показывают значи-
тельные различия при формировании функ-
ционального электромеханического синцития 
в  процессе дифференцировки ИПСК в  кардио-
миоциты. Среди особенностей можно выделить 
следующие:
• увеличение сократительной активности 

вследствие понижения анизотропии под-
ложки;

• повышение равномерности распростране-
ния фронта волн вследствие повышения 
анизотропии подложки возбуждения;

• выравнивание клеток и клеточных структур 
вдоль волокон, влияющее на скорость и  ха-
рактер проведения волны возбуждения;

• увеличение скоростей проведения волн воз-
буждения с  повышением жесткости поли-
мерной подложки.
Основным результатом работы следует при-

знать определение зависимости получаемых 
электрофизиологических свойств проведения 
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In the last decade, in vitro experiments have shown 
that mechanical properties of the bases could 
markedly influence the efficacy of differentiation 
of the induced pluripotent and embryonic stem 
cells and their development into the mature phe-
notype. By changing of mechanical, elastic and 
structural characteristics of the base, it is possible 
to increase the percentage of stem cells that differ-
entiate to cardiomyocytes.
The study was aimed at evaluation of the effects 
induced by changing physical characteristics of 
the base on the formation of phenotypic charac-
teristics of cardiac cells. This included the compar-
ison of structural properties of the cultured layer 
of heart tissue obtained by changing of elastici-
ty and structure of polymeric bases. The results 
showed significant differences in calcium activity 
and structural characteristics of cardiomyocytes 
depending on the base properties, as well as 

significant variation in the excitation conduction. 
As long as conduction abnormalities in the heart 
tissues can often lead to occurrence of life-threat-
ening cardiac arrhythmias, the results can be used 
to determine patient groups at increased risk of 
death from heart failure.

Key words: cardiomyocyte, cardiac differentia-
tion, stem cells, tissue engineered constructions, 
optic mapping
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Конечно-элементный анализ  
при моделировании структур сердца и аорты

Смирнов А.А.1 • Овсепьян А.Л.2 • Квиндт П.А.2 • Палеев Ф.Н.3, 4 • Борисова Е.В.3 • Яковлев Е.В.1

Актуальность. Трехмерное моделирование 
различных анатомических структур стало в по-
следнее время самостоятельным направле-
нием топографо-анатомических и  биомехани-
ческих исследований. Существующие методы 
визуализации in vivo и количественного анали-
за in silico позволяют выполнять точное моде-
лирование этих процессов с  целью изучения 
патогенеза заболеваний сердечно-сосудистой 
системы, прогнозирования рисков, планирова-
ния хирургических вмешательств и  виртуаль-
ной отработки их отдельных этапов.
Цель  – разработка методов создания, анализа 
и  валидации персонализированных моделей 
различных структур сердца и дуги аорты с уче-
том их морфологических особенностей.
Материал и  методы. В  ходе работы были ис-
пользованы 14  компьютерно-томографических 
исследований рандомизированных больных, 
не имеющих аномалий и/или патологии сердца, 
аортального клапана и луковицы аорты. Анализ 
и  дальнейшие преобразования томограмм 
осуществляли с  помощью программного обе-
спечения (ПО) Vidar DICOM Viewer, SolidWorks 
2016, VMTKLab. Для FSI-моделирования дуги 
аорты по данным функциональной мульти-
спиральной компьютерной томографической 
(МСКТ)-коронарографии (женщина, 55 лет) была 
создана персонализированная модель восходя-
щего отдела аорты и дуги аорты в момент начала 
систолы. В ПО HyperMesh (Altair Engineering Inc., 
США) построена сетка конечных элементов про-
точной области, адвентиции и медии аорты. Для 
моделирования механических свойств структур 
аорты применена анизотропная гиперупругая 
модель материала Хольцапфеля  – Гассера  – 
Огдена. Моделирование материалов, поста-
новку граничных условий и  анализ взаимодей-
ствия жидкости и структуры (англ. fluid-structure 
interaction, FSI) проводили в ПО Abaqus CAE 6.14 
(Simulia, Johnston, США). При создании конечно-э-
лементного шаблона левого желудочка сердца 
использовали стратегию адаптивного мешинга 
изображения, предложенную Янгом. Реализация 
алгоритма выполнена в  среде программной 
разработки IDE PyCharm на языке Python 3.7. 
Базисом для реализации алгоритма стали библи-
отеки с  открытым исходным кодом (англ. open-
source libraries) OpenCV, NumPy, Matplotlib и SciPy.

Результаты. Первым этапом разработки мо-
дели аортального клапана стало построение 
его виртуального 3D-шаблона, после чего была 
построена целостная геометрическая модель. 
Следующим этапом работы над шаблоном 
было преобразование геометрической модели 
аортального клапана в  параметрическую, что 
было реализовано путем применения встро-
енного в  SolidWorks инструмента «Уравнения». 
В  ходе работы с  моделью каких-либо проблем 
с  геометрией при деформации не выявлено. 
Для моделирования сегмента аорты были ис-
пользованы данные функциональной МСКТ-
коронарографии. На основе этих данных 
с применением ПО Inobitec DICOM Viewer гене-
рировалась мультипланарная реконструкция 
зоны интереса, включающая анатомические 
структуры сердца и дуги аорты. Из полученного 
набора контуров была создана трехмерная мо-
дель, которая затем конвертировалась в поли-
гональную STL-модель (англ. stereolithography).
Разработан алгоритм адаптивного мешинга для 
создания полигонального деформируемого 
шаблона, применимого для регистрации как 
сетчатыми методами (B-Spline), так и  на осно-
ве особенностей изображения (гомологичные 
пиксели).
Заключение. Разработанная параметрическая 
3D-модель анатомических структур аортально-
го клапана способна адекватно изменять свою 
геометрию при внешних воздействиях и может 
быть использована в  симуляторах эндоваску-
лярных кардиохирургических вмешательств.

Ключевые слова: левый желудочек сердца, 
аортальный клапан, аорта, гемодинамика, FSI-
моделирование
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Трехмерное моделирование различных 
анатомических структур стало в  по-
следнее время самостоятельным на-
правлением топографо-анатомиче-

ских и  биомеханических исследований. Точное 
стереометрическое и  физическое моделирова-
ние различных структур сердца и  магистраль-
ных сосудов представляет значительный ин-
терес для сердечно-сосудистой хирургии [1]. 
Взаимодействие потока крови с  аортальным 
клапаном и  стенками аорты  – сложное дина-
мическое событие, описываемое в  механике 
как взаимодействие жидкости и  деформируе-
мого тела (англ. f luid-structure interaction, FSI). 
Существующие методы визуализации in vivo 
и  количественного анализа in silico позволяют 
осуществлять моделирование этих процессов 
с  целью изучения патогенеза заболеваний сер-
дечно-сосудистой системы, прогнозирования 
рисков и  планирования хирургических вмеша-
тельств [1]. Для численного физического моде-
лирования взаимодействия системы «кровь  – 
стенка сосуда» широко применяется метод 
FSI-анализа [2–4]. Он объединяет в  себе мето-
ды вычислительной гидродинамики и  струк-
турного (динамического) анализа. Сегодня FSI 
широко применяют в  прогнозировании рисков 
возникновения аневризм аорты и  их разрывов. 
Ранее не проводилось попыток исследования из-
менений биомеханических свойств аорты при 
стенозе аортального клапана с  применением 
персонифицированного FSI-моделирования на 
основе данных мультиспиральной компьютер-
ной томографии (МСКТ).

Цель – разработка методов создания, анализа 
и валидации персонализированных моделей раз-
личных структур сердца и дуги аорты с учетом их 
морфологических особенностей.

Материал и методы
В ходе работы были использованы предоставлен-
ные ГБУЗ МО МОНИКИ им. М.Ф. Владимирского 
данные 15 компьютерно-томографических иссле-
дований больных, не имеющих аномалий и/или 
патологии структур сердца и  луковицы аорты. 
Их анализ и  дальнейшие преобразования осу-
ществляли с  помощью программного обеспече-
ния (ПО) Vidar DICOM Viewer, SolidWorks 2016, 
VMTKLab и  других существующих видов ПО 
и библиотек.

Визуализация створок аортального клапана 
на основании данных компьютерной томогра-
фии (КТ) серьезно затруднена вследствие их не-
значительной толщины (< 0,5  мм). По этой при-
чине было выполнено построение виртуального 
3D-шаблона аортального клапана с учетом пара-
метров, приведенных в  статье [5]. Виртуальный 
3D-шаблон аортального клапана способен к даль-
нейшим преобразованиям на основе данных КТ 
каждого конкретного пациента, что позволяет 
создавать в каждом случае индивидуализирован-
ную параметрическую модель.

Подготовка компьютерной 3D-модели шаблона 
аортального клапана и макросов в SolidWorks API
Построение виртуального 3D-шаблона аорталь-
ного клапана на первом этапе работы выполня-
лось на основании среднестатистических параме-
тров, приведенных в статье [5]. В связи с тем что 
наиболее широкий участок аортального клапана 
находится на уровне синусов [5], форму внешней 
поверхности создаваемой модели наиболее точно 
можно описать как «луковицу». Средний диаметр 
устья аорты у  взрослых составляет примерно 
2,3 ± 0,3  см, а  площадь клапанного отверстия  – 
4,6 ± 1,1 см2 [6]. Построение шаблона было выпол-
нено с применением ПО SolidWorks 2016.

Рис. 1. Эскиз синусов Вальсальвы Рис. 2. 3D-модель синусов Вальсальвы Рис. 3. Эскиз створок клапана
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Таким образом, по заданным параметрам был 
построен эскиз синусов Вальсальвы (рис. 1), а по 
этому эскизу, в  свою очередь, построено вирту-
альное объемное тело (рис. 2).

Следующим этапом стало построение моде-
ли створок аортального клапана. Сначала был 
выполнен эскиз (рис. 3), а  затем на его основе 
создано виртуальное объемное твердое тело. 
Впоследствии количество створок с  помощью 
кругового массива было увеличено до трех отно-
сительно осевой линии клапана (рис. 4).

По завершении данного этапа объемные моде-
ли створок и синусов объединили для получения 
целостной геометрической 3D-модели аортально-
го клапана (рис. 5). 

После этого выполнили преобразование гео-
метрической модели аортального клапана в  па-
раметрическую, что было реализовано путем 
применения встроенного в  ПО SolidWorks ин-
струмента «Уравнения». Сначала были заданы 
глобальные переменные, соответствующие вход-
ным значениям и параметрам, необходимым для 
последующей деформации: верхний диаметр, 
диаметр синусов, нижний диаметр и высота аор-
тального клапана. Далее были присвоены пере-
менные всем элементам эскиза, способным под-
вергаться деформации (рис. 6).

После завершения создания параметрическо-
го шаблона была выполнена тестовая деформа-
ция для проверки корректности его работы.

На заключительном этапе создания шаблона 
были заданы механические свойства структур, 
соответствующие средним значениям реально-
го биологического объекта: модуль нормальной 
упругости для синусов Вальсальвы – 0,2 МПа, для 
створок аортального клапана – 20 МПа, коэффи-
циент Пуассона для обеих структур – 0,4.

Таким образом, был построен виртуальный 
параметрический 3D-шаблон аортального кла-
пана, способный изменять свою геометрию при 
внешних воздействиях. Доказана работоспособ-
ность параметрической модели, каких-либо про-
блем с геометрией при деформации не выявлено.

Моделирование аорты
При моделировании сегмента аорты в настоящем 
исследовании были использованы данные функ-
циональной МСКТ-коронарографии, предостав-
ленные ФГБУ «НМИЦ кардиологии» Минздрава 
России. На их основе с применением ПО Inobitec 
DICOM Viewer генерировалась мультипланар-
ная реконструкция зоны интереса, включающая 
анатомические структуры сердца и  дуги аорты. 
Из полученного набора контуров была созда-
на трехмерная модель, которая затем конвер-
тировалась в  полигональную STL-модель (англ. 
stereolithography) (рис. 7).

Редактирование и  реверс-инжиниринг 
STL-модели осуществляли с  применением ПО 
SolidWorks. Средствами утилиты SW ScanTo3D 
были сгенерированы стенка и  корень аорты. 
Итоговая CAD-модель зоны интереса включа-
ет в  себя структуры аорты, фиброзное кольцо, 
створки, комиссуры и синусы Вальсальвы.

Предобработку CAD-модели для FSI-анализа 
проводили с  применением ПО HyperMesh. 
Расчетную конечно-элементную сетку генериро-
вали с учетом анатомических и морфологических 
особенностей стенки аорты.

Концепция адаптивного мешинга при построении 
модели левого желудочка сердца
При создании конечно-элементного шабло-
на левого желудочка сердца была использована 

Рис. 4. Модель створок клапана Рис. 5. 3D-модель аортального клапана Рис. 6. Присвоение переменных элементам 
эскиза
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стратегия адаптивного мешинга изображения, 
предложенная Янгом. Реализация алгоритма вы-
полнена в  программной среде разработки IDE 
PyCharm с  применением языка программирова-
ния Python 3.7. Базисом для реализации алгорит-
ма стали библиотеки с  открытым исходным ко-
дом (англ. open-source libraries) OpenCV, NumPy, 
Matplotlib и SciPy.

На первом этапе построения эксперт выде-
лял на томографическом изображении сегмен-
тируемый кластер (анатомическую структуру) 
(рис. 8). Для демонстрации алгоритма выполнена 
сегментация шаблона для левого желудочка из 
торакального КТ-изображения с  ангиографией 
(анонимные исследования предоставлены ФГБУ 
«НМИЦ им. В.А. Алмазова» Минздрава России).

После завершения ручной сегментации вы-
полняли определение границ выделенного 
фрагмента с  помощью оператора Собеля  – дис-
кретного дифференциального оператора, вы-
числяющего приближенное значение градиента 
яркости изображения. Результатом применения 
этого оператора в  каждой точке изображения 
стал вектор градиента яркости в этой точке.

Данный метод был реализован в  программ-
ной среде разработки IDE PyCharm с применени-
ем языка программирования Python 3.7.

Алгоритмы обнаружения границ изображений при 
построении модели левого желудочка сердца
Принцип действия оператора Собеля осно-
ван на свертке изображения небольшими 

Рис. 7. STL-модель зоны интереса Рис. 8. Торакальное компьютерное томографическое изображение с ангиографией 
и выделенный левый желудочек

Рис. 9. Контур левого желудочка Рис. 11. Измерение диаметров аортального 
клапана

Рис. 10. Позиционирование зоны интереса
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сепарабельными целочисленными фильтрами 
в  вертикальном и  горизонтальном направлени-
ях, поэтому его относительно легко вычислять. 
Вместе с  тем используемая им аппроксимация 
градиента достаточно грубая. Оператор должен 
вычислять градиент яркости изображения в  ка-
ждой точке, а  также определять направление 
наибольшего увеличения яркости и величину ее 
изменения в  этом направлении. Результат пока-
зывает, насколько «резко» или «плавно» меняется 
яркость изображения в  каждой точке, а  значит, 
вероятность нахождения точки на грани, а также 
ориентацию определяемой границы.

С математической точки зрения градиент 
функции двух переменных для каждой точки 
изображения представляет собой двумерный 
вектор, компонентами которого служат произ-
водные яркости изображения по горизонтали 
и  вертикали. В  каждой точке изображения гра-
диентный вектор ориентирован в  направлении 
наибольшего увеличения яркости, а его длина со-
ответствует величине изменения яркости (рис. 9). 
Это означает, что результатом работы оператора 
Собеля в  точке, лежащей в  области постоянной 
яркости, будет нулевой вектор, а в точке, лежащей 
на границе областей различной яркости, – вектор, 
пересекающий границу в  направлении увеличе-
ния яркости.

Адаптивный мешинг для создания конечно-
эле ментного шаблона реализован в программной 
среде разработки IDE PyCharm с  применением 
языка программирования Python 3.7. Дизеринг – 
метод сглаживания изображения, достигаемый 
его квантованием. Сглаживание осуществляется 

с применением диффузии ошибки: алгоритм до-
бавляет остаточную ошибку квантования из рас-
сматриваемого пикселя на соседние. Алгоритм 
сканирует изображение в направлении слева на-
право, сверху вниз. Ошибка квантования переда-
ется соседним пикселям, не затрагивая пиксели, 
которые уже были квантованы.

Результаты
Реализация алгоритма построения модели 
аортального клапана
Данные КТ-исследования пациента с  ангиогра-
фией загружали в  ПО Inobitec DICOM Viewer, 
после чего с  применением мультипланарной ре-
конструкции выполняли правильное позициони-
рование зоны интереса для дальнейших измере-
ний (рис. 10).

Далее с  помощью инструмента «Линейное 
измерение» производили измерение линейных 
параметров области интереса: верхнего диа-
метра, диаметра синусов, нижнего диаметра 
(рис. 11) и высоты аортального клапана (рис. 12). 
Получены следующие результаты измерений ли-
нейных размеров аортального клапана:
• верхний диаметр – 29,88 мм;
• диаметр синусов – 34,75 мм;
• нижний диаметр – 26,58 мм;
• высота клапана – 22,99 мм.

После этого выполняли запуск макроса 1 в ПО 
SolidWorks и  производили загрузку модели ша-
блона аортального клапана. Данные измерений 
фиксировали в таблице глобальных переменных. 
Таким образом, с  помощью ПО осуществляли 
построение деформированной под заданные 

Рис. 12. Измерение высоты 
аортального клапана

Рис. 13. Деформированная модель аортального 
клапана

Рис. 14. Схема фиксированной геометрии модели дуги аорты:  
1 – связанные элементы стенки аорты без ограничений 
степеней свободы, 2 – связи узлов с фиксированной 
геометрией и узлов без фиксации, 3 – узлы с фиксированной 
геометрией
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значения измененных параметров 3D-модели 
аортального клапана (рис. 13).

Построение конечно-элементной модели дуги 
аорты для выполнения FSI-анализа
Полученную конечно-элементную модель им-
портировали в виде орфанной сетки в ПО Abaqus 
CAE. С  помощью данного ПО были заданы ме-
ханические свойства материалов и  выполнена 
постановка граничных условий для биомехани-
ческого анализа модели. Для оптимизации вы-
числительной нагрузки были введены следую-
щие граничные условия: модель зафиксирована 
(рис. 14) на входе (плоскость синотубулярного 
соединения аорты) и на выходе (в районе плече-
головного ствола, левой общей сонной артерии 
и  левой подключичной артерии) потока крови 
в 4 узлах, располагающихся в центрах вышеука-
занных областей.

Каждый узел связан условием распределения 
континуума с элементами стенки аорты в плоско-
стях сечений на входе и выходе без ограничения 
степеней свободы связанных элементов. В области 
границы дуги и нисходящей части аорты модель 
зафиксирована в  районе артериальной связки 
с  условием распределения континуума с  элемен-
тами стенки аорты в плоскости сечения без огра-
ничения степеней свободы связанных элементов.

Для валидации построенной модели дуги аор-
ты были получены и оценены эпюры перемещений, 
давления и напряжения по Мизесу для ее стенки. 
Описаны изменения характеристик потока крови 
в  модели. Все начальные условия моделировали 
для систолы в момент времени t = 0 в соответствии 
с  данными МСКТ в  тот же момент времени. FSI-
анализ позволил предсказать поведение стенки 
аорты во время систолы длительностью 0,23  с. 
Результат предсказания (перемещения) сравнива-
ли с МСКТ в моменты времени t = 0,1 с и t = 0,23 c, 
соответствующий пику систолы (рис. 15).

Поток крови задан как ламинарный, скорость 
потока в пике систолы ν = 1,2 м/с (рис. 16) [7], вход 
потока – вся площадь в плоскости синотубуляр-
ного соединения аорты, выход – районы плечего-
ловного ствола, левой общей сонной артерии, ле-
вой подключичной артерии, а также граница дуги 
и нисходящей аорты (давление на выходе P = 0).

Условие связи (FSI) между аортой и  жидко-
стью определялось параметром Fluid-Structure 
Co-simulation boundary. Этот параметр описы-
вает взаимодействие между модулем вычисли-
тельной гидродинамики (англ. computational fluid 
dynamics, CFD) и  модулем неявного динамиче-
ского анализа (англ. dynamic/implicit) Abaqus 

Рис. 15. А – данные мультиспиральной компьютерной томографии в разные моменты 
времени, Б – эпюры перемещений (в метрах) в соответствующий момент времени,  
В – числовые показатели деформации

Рис. 16. График изменения скорости потока во время 
сердечного цикла. Моделируемая область – 0,23 секунды от 
начала до пика систолы

Рис. 17. Квантизация границ изображения левого желудочка 
сердца методом Флойда – Стейнберга

АА

ББ

ВВ
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CAE. Выбор модуля Dynamic/Implicit основан на 
гипотезе о малых деформациях в моделируемом 
сегменте, что исключает необходимость примене-
ния адаптивных сеток.

С целью постановки FSI-задачи было вы-
полнено моделирование проточной области. 
Финальная сетка конечных элементов струк-
тур аорты состояла из 32 109  тетраэдрических 
элементов, для проточной области (крови)  – 
34 999  тетраэдрических элементов. Для модели-
рования анизотропных свойств структур аорты 
применяли анизотропную модель материала 
Хольцапфеля – Гассера – Огдена.

Квантизация границ изображения и триангуляция 
полученных данных при построении модели 
левого желудочка сердца
Для оптимального сглаживания подсчет ошибок 
квантования должен быть достаточно точным, 
чтобы исключить влияние ошибок округления на 
результат. Дизеринг сегмента КТ-изображения 
приведен на рис. 17. В  предлагаемом нами алго-
ритме деформируемая модель представляет собой 
нежесткий конечно-элементный шаблон. Термин 
«нежесткий» в данном случае означает, что геоме-
трические параметры связи между квантованными 
точками динамичны, однако сила, применяемая 
для одной точки, влияет на изображение глобаль-
но, гладко распространяясь на ближайшие.

Для создания связи в конечно-элементном ша-
блоне был использован алгоритм триангуляции 

Делоне, вершинами которой являются точки, 
полученные при помощи дизеринга, описанного 
выше. Реализация алгоритма триангуляции осу-
ществлена в программной среде разработки IDE 
PyCharm на языке программирования Python 3.7 
(рис. 18).

На рис. 18 (сверху) можно увидеть увеличен-
ное количество симплексов (конечных элементов) 
на границе изображения. Для создания сетки по 
всей длине изображения вносили в массив кван-
тованных точек случайные координаты, ограни-
ченные размером изображения (рис. 19).

На рис. 20 продемонстрированы этапы ра-
боты алгоритма генерации шаблона на основе 
адаптивного мешинга. При этом эксперту необ-
ходимо вручную сегментировать интересующую 
область изображения (в данном случае  – левый 
желудочек). На сегменте была выделена граница, 

Рис. 18. FEM-шаблон 
левого желудочка

Рис. 20. Этапы работы алгоритма генерации конечно-элементного шаблона

Рис. 19. Конечно-элементный шаблон со случайными 
дополнительными параметрами триангуляции
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которая квантовалась и служила вершинами для 
конечно-элементной сетки.

Обсуждение
В ходе проделанной работы создана треугольная 
полигональная модель левого желудочка из сегмен-
тированных изображений. Продемонстрирован 
полный цикл создания конечно-элементной мо-
дели левого желудочка из набора томографиче-
ских изображений с применением алгоритма ав-
томатической сегментации изображений. Была 
разработана концепция графического модуля хи-
рургических симуляционных станций, включаю-
щая комплекс инструментов для анализа и обра-
ботки медицинских изображений, позволяющих 
в  полуавтоматическом режиме генерировать 
трехмерные модели анатомических зон. В базисе 
концепции лежат алгоритмические решения для 
автоматической сегментации медицинских изо-
бражений и  их дальнейшей обработки в  целях 
интеграции в симуляционную среду. Обоснована 
математическая модель сегментации левого желу-
дочка. Разработан алгоритм адаптивного мешин-
га для создания полигонального деформируемого 
шаблона, применимого для регистрации как сет-
чатыми методами (B-Spline), так и методами на ос-
нове особенностей изображения (гомологичные 
пиксели).

Математическое моделирование анатомиче-
ских объектов представляет собой аналитическое 
описание идеализированных процессов и систем, 
адекватно отражающих реальные процессы и си-
стемы. Физическое моделирование основано на 
воспроизведении физическими способами био-
логических структур, функций или процессов. 
Модель позволяет заменить изучение реального 
объекта исследованием характеристик его вир-
туальной копии, подобной реальному объекту. 
Анатомические трехмерные, параметрические, 
биомеханические и  математические модели име-
ют важное самостоятельное значение как средство 
детального и всестороннего изучения анатомиче-
ского объекта и, кроме того, представляют прак-
тически безграничные возможности в  области 
моделирования различных типов патологий и соз-
дания трехмерного визуального контента для пла-
нирования технологии оперативного вмешатель-
ства и  последующей отработки хирургических 
манипуляций, а  также при создании и  примене-
нии технологий дополненной реальности [8–11].

В данной статье мы описали основные прин-
ципы создания трехмерных физических моделей 
различных структур сердца и  аорты. Важным 
преимуществом таких моделей перед обычными 

трехмерными моделями видится возможность 
виртуального взаимодействия с ними. При этом 
закономерности изменения рассматриваемых 
моделей в  ответ на внешнее воздействие соот-
ветствуют изменениям реальных анатомических 
объектов в рамках моделируемых явлений и пе-
ремещений. Точность и  адекватность подобного 
моделирования базируется на применяемых ма-
тематических принципах – конечно-элементный 
анализ, стратегия адаптивного мешинга и  др., 
а также на применении современных ПО, обеспе-
чивающих скорость и точность расчетов и визу-
ализацию.

Сегодня создание искусственных сред и каче-
ственное анатомическое математическое моде-
лирование для хирургических нужд позволяет 
пользователю взаимодействовать с  любым вир-
туальным объектом таким образом, как если бы 
он выполнял аналогичные действия в  реальном 
мире. Хирургические симуляторы приобрета-
ют все большую популярность, поскольку ком-
пьютеры продолжают демонстрировать экспо-
ненциальный рост своих возможностей [12–14]. 
Учитывая вышесказанное, последствия этого 
роста можно спроецировать на хирургическое 
обучение, где реалистичные сценарии позволят 
оператору отрабатывать такие хирургические 
манипуляции, как разрезы, наложение швов, 
клипирование и многое другое. Кроме того, уже 
сейчас есть возможность отрабатывать с приме-
нением мультимедийного контента отдельные 
этапы операций или даже полностью выполнять 
оперативное вмешательство [11]. Повышение ког-
нитивных навыков обучаемых и знакомство с ро-
ботизированными инструментами, очевидно, 
повысят безопасность пациентов, если предполо-
жить, что виртуальное моделирование процесса 
близко к реальному [14].

Заключение
Разработанная параметрическая 3D-модель ана-
томических структур аортального клапана спо-
собна адекватно изменять свою геометрию при 
внешних воздействиях, что позволяет ее исполь-
зовать в  виртуальных симуляторах эндоваску-
лярных кардиохирургических вмешательств. 
Преимуществом данного подхода видится значи-
тельное снижение стоимости подготовки специа-
листов в этой области.

С помощью конечно-элементных моделей дуги 
аорты и левого желудочка сердца можно осущест-
влять прогнозирование геометрических деформа-
ций аорты на основе FSI-моделирования. Данные 
модели позволяют выполнять моделирование 

Альманах клинической медицины. 2021; 49 (6): 375–384. doi: 10.18786/2072-0505-2021-49-043

382 Оригинальные статьи



Дополнительная информация
Финансирование

Работа проведена без привлечения дополнительного финансирова-
ния со стороны третьих лиц.

Конфликт интересов

Авторы декларируют отсутствие явных и потенциальных конфликтов 
интересов, связанных с публикацией настоящей статьи.

Участие авторов

А.А. Смирнов  – концепция и  дизайн исследования, сбор и  обработ-
ка материала, написание первичного кода, создание конечно- эле-
ментных моделей, статистическая обработка, написание текста; 

А.Л. Овсепьян – концепция и дизайн исследования, сбор и обработка 
материала, написание первичного кода, создание конечно-элемент-
ных моделей, написание текста; П.А. Квиндт  – сбор и  обработка ма-
териала, написание первичного кода, создание конечно-элементных 
моделей; Ф.Н. Палеев – анализ клинических данных, написание и ре-
дактирование текста; Е.В. Борисова – сбор и обработка материала, ана-
лиз клинических данных, редактирование текста; Е.В. Яковлев – сбор 
и  обработка материала. Все авторы прочли и  одобрили финальную 
версию статьи перед публикацией, согласны нести ответственность 
за все аспекты работы и гарантируют, что ими надлежащим образом 
были рассмотрены и решены вопросы, связанные с точностью и до-
бросовестностью всех частей работы.

Литература / References
 1. Гейдаров  НА, Гайнуллова  КС,  Дрыги-

на ОС. Компьютерные методы моделирова-
ния течения крови в  задачах кардиологии 
и  кардиохирургии. Комплексные пробле-
мы сердечно-сосудистых заболеваний. 
2018;7(2): 129–136. doi: 10.17802/2306-1278-
2018-7-2-129-136. [Geydarov  NA, Gainull-
ova  KS, Drygina  OS. [Computational blood 
flow simulations in cardiology and cardiac 
surgery]. Complex Issues of Cardiovascular 
Diseases. 2018;7(2): 129–136. Russian. doi: 
10.17802/2306-1278-2018-7-2-129-136.]

 2. Bahraseman HG, Languri EM, Yahyapourjalaly N, 
Espino DM. Fluid-structure interaction modeling 
of aortic valve stenosis at different heart rates. 
Acta Bioeng Biomech. 2016;18(3): 11–20.

 3. Mao  W, Caballero  A, McKay  R, Primiano  C, 
Sun  W. Fully-coupled fluid-structure interac-
tion simulation of the aortic and mitral valves 
in a realistic 3D left ventricle model. PLoS One. 
2017;12(9):e0184729. doi: 10.1371/journal.
pone.0184729.

 4. Gilmanov  A, Barker  A, Stolarski  H, Sotiropou-
los F. Image-guided fluid-structure interaction 
simulation of transvalvular hemodynamics: 
Quantifying the effects of varying aortic valve 
leaflet thickness. Fluids. 2019;4(3): 119. doi: 
10.3390/fluids4030119.

 5. Kunzelman  KS, Grande  KJ, David  TE, 
Cochran RP, Verrier ED. Aortic root and valve re-
lationships. Impact on surgical repair. J Thorac 
Cardiovasc Surg. 1994;107(1): 162–170.

 6. Шихвердиев НН, Марченко СП. Основы ре-
конструктивной хирургии клапанов сердца. 
СПб.: Дитон; 2007. 340  с. [Shikhverdiev  NN, 
Marchenko  SP.  [Basics of the heart valve re-
constructive surgery]. Saint Petersburg: Diton; 
2007. 340 p. Russian.]

 7. Spühler  JH, Jansson  J, Jansson  N, Hoffman  J. 
3D Fluid-Structure Interaction Simulation of 

Aortic Valves Using a  Unified Continuum ALE 
FEM Model. Front Physiol. 2018;9:363. doi: 
10.3389/fphys.2018.00363.

 8. Колсанов  АВ, Манукян  АА, Зельтер  ПМ, 
Чаплыгин  СС,  Капишников  АВ. Виртуаль-
ное моделирование операции на печени 
на основе данных компьютерной томо-
графии. Анналы хирургической гепатоло-
гии. 2016;21(4): 16–22. doi: 10.16931/1995-
5464.2016416-22. [Kolsanov AV, Manukyan AA, 
Zelter  PM, Chaplygin  SS, Kapishnikov  AV. 
[Preoperative Virtual Modeling of Liver Based 
on Computerized Tomography Data]. An-
naly khirurgicheskoy gepatologii = Annals of 
HPB  Surgery. 2016;21(4): 16–22. Russian. doi: 
10.16931/1995-5464.2016416-22.]

 9. Колсанов  АВ, Мякотных  МН, Миронов  АА, 
Канаев  ЕИ. 3D-анатомия конфлюэнса во-
ротной вены по данным компьютерной 
томографии. Оперативная хирургия и  кли-
ническая анатомия (Пироговский научный 
журнал). 2020;4(1): 9–18. doi: 10.17116/op-
erhirurg202040119. [Kolsanov  AV, Myakot-
nykh  MN, Mironov  AA, Kanaev  EI. [3D anat-
omy of portal vein confluence according 
to computer tomography]. Russian Journal 
of Operative Surgery and Clinical Anatomy. 
2020;4(1): 9–18. Russian. doi: 10.17116/oper-
hirurg202040119.]

 10. Колсанов  АВ, Зельтер  ПМ, Хобта  РВ, Ча-
плыгин  СС,  Манукян  АА. Первые резуль-
таты применения интраоперационной 
навигации на основе данных КТ и  МРТ 
у  пациента с  опухолью межжелудочковой 
перегородки. Российский электронный 
журнал лучевой диагностики. 2020;10(4): 
271–276. doi: 10.21569/2222-7415-2020-10-
4-271-276. [Kolsanov AV, Zelter PM, Hobta RV, 
Chaplygin  SS, Manukyan  AA. [First results of 
intraoperative navigation based on CT and 

MRI data in a  patient with a  ceptum pellu-
cidum tumor]. Russian Electronic Journal of 
Radiology. 2020;10(4): 271–276. Russian. doi: 
10.21569/2222-7415-2020-10-4-271-276.]

 11. Ovsepyan AL, Kvindt PA, Pustozerov EA. Devel-
opment of the Software Complex for Planning 
and Simulation of Robot-Assisted Radical Pros-
tatectomy. 2018  Third International Confer-
ence on Human Factors in Complex Technical 
Systems and Environments (ERGO) [Internet]. 
IEEE. 2018. doi: 10.1109/ERGO.2018.8443860.

 12. Колсанов  АВ, Воронин  АС.  Программа для 
отработки алгоритма выполнения хирур-
гических операций «Виртуальный хирург». 
Свид. о  регистрации программы для ЭВМ 
RU 2019619242  от 15.07.2019. [Kolsanov  AV, 
Voronin  AS. Program for elaboration of the 
algorithm for surgical procedures “A virtual 
surgeon”. Registration cert. for the software RU 
2019619242, 15 July 2019.]

 13. Колсанов АВ, Линева ОИ, Иванова ВД. Разра-
ботка и внедрение российских симуляцион-
ных и виртуальных технологий в современ-
ный образовательный процесс. Акушерство 
и гинекология. 2016;(7): 83–87. doi: 10.18565/
aig.2016.7.83-87. [Kolsanov AV, Lineva OI, Iva-
nova  VD. [Development and introduction of 
Russian simulation and virtual technologies 
into the current educational process]. Obstet-
rics and Gynecology. 2016;(7): 83–87. Russian. 
doi: 10.18565/aig.2016.7.83-87.]

 14. Ovsepian A, Smirnov A, Dydykin S, Vasil'ev Yu, 
Trunin E, Shatunova O, Aleksandrov A, Ostyak-
ova  A, Utkin  A. Personalized FSI-modeling of 
the aortic bulb and arch to predict its mechan-
ical behavior and assess the loads during the 
cardiac cycle. Archiv Euromedica. 2021;11(2): 
13–16. doi: 10.35630/2199-885X/2021/11/2/3.
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методов не противоречат полученным ранее дан-
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Rationale: 3D modeling of various anatomical 
structures has recently become a  separate area 
of topographical, anatomical, and biomechani-
cal studies. Current in vivo visualization methods 
and quantitative analysis in silico allow to perform 
the precise modeling of these processes aimed at 
investigation into the pathophysiology of cardio-
vascular disorders, risk prediction, planning of sur-
gical interventions and virtual refinement of their 
separate stages.
Aim: To develop tools for elaboration, analysis 
and validation of personalized models of various 
structures of the heart and aortal arch taking into 
account their morphological characteristics.
Materials and methods: We used the results 
of 14  computed tomography studies from rand-
omized patients without any disease or anomaly 
of the heart, aortic valve and aortal bulb. The anal-
ysis and subsequent transformation of the images 
were done with Vidar DICOM Viewer, SolidWorks 
2016, VMTKLab software. For the FSI modeling of 
the aortic arch based on the results of functional 
multiaxial computed (MAC) coronarography (a fe-
male patient of 55 years) we developed a personal-
ized model of the ascending aorta and aortic arch 
at the beginning of the systole. Using HyperMesh 
software (Altair Engineering Inc., USA) we have 
built a  network of finite element of the luminal 
area, adventitia, and aortic media. To model me-
chanical properties of the aortic structures we 
used an anisotropic hyperelastic material model 
by Holzapfel – Gasser – Ogden. Material modeling, 
choice of the limiting antecedents, and analysis of 
fluid-structure interaction were performed with 
Abaqus CAE  6.14 software (Simulia, Johnston, 
USA). Adaptive image meshing by Young was used 
to elaborate the finite element template of the left 
ventricle. The algorithm was realized within the 
IDE PyCharm software media in Python 3.7. The 
algorithm was realized based on the open-source 
libraries OpenCV, NumPy, Matplotlib, and SciPy.

Results: The first stage of the development of the 
aortic valve model included the design of its vir-
tual 3D template. Thereafter, a cohesive geometric 
model was elaborated. Subsequent stage of the 
work included the transformation of the aortic 
valve geometric model into the parametric one. 
This was done through the use of the “Equations” 
tool within the SolidWorks. No problems with ge-
ometry of the model during its deformation were 
identified. Aortic segment modeling was based on 
the data obtained by functional MAC coronarogra-
phy. Based on this and on Inobitec Dicom Viewer 
software, we generated a  multiplane reconstruc-
tion of the zone of interest including anatomical 
structure of the heart and aortic valve. With the 
resulting set of contours, we created a 3D model, 
which then was converted into a polygonal stere-
olithographic model.
We developed an algorithm for adaptive mesh-
ing to elaborate a polygonal template capable of 
deformation that can be used for registration both 
with the net methods (B-Spline) and based on the 
image characteristics (homologous pixels).
Conclusion: The resulting parametric 3D model of 
the aortic valve anatomical structures is capable 
of adequate transformation of its geometry under 
external factors. It can be used in simulators of 
endovascular cardiosurgical procedures.

Key words: left ventricle of the heart, aortic valve, 
aorta, hemodynamics, FSI modeling
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Эффективность программируемых нуклеаз 
SpCas9 и AsCpf1 (Cas12a) в геномных локусах 
safe harbor клеток линии HEK293

Павлова С.В.1 • Елисафенко Е.А.1 • Шаяхметова Л.Ш.1, 2 • Медведев С.П.1

Актуальность. Создание инструментов ре-
дактирования генома эукариот на основе про-
граммируемых нуклеаз бактерий из систем 
CRISPR-Cas открывает обширные перспективы 
для разработки методов генной терапии, кле-
точных моделей заболеваний человека, а также 
изучения проявлений патологического феноти-
па, наблюдения за клеточными процессами. От 
точности внесения двуцепочечных разрывов 
в  целевые участки ДНК зависят безопасность 
и  корректность экспериментов как на клеточ-
ном, так и  организменном уровнях. Поиск но-
вых вариантов более точных нуклеаз CRISPR-
Cas и  изучения их способности гидролизовать 
ДНК в составе нуклеосом in vivo представляется 
актуальной задачей развития технологий ге-
номного редактирования.
Цель  – провести анализ активности програм-
мируемой нуклеазы AsCpf1 (Cas12a), облада-
ющей низким уровнем нецелевой активно-
сти, в  локусах генома человека, безопасных 
для внесения трансгенных конструкций (safe 
harbor), и  сравнить с  эффективностью широко 
применяемой нуклеазы SpCas9 в клетках линии 
HEK293.
Материал и  методы. Выполнен биоинфор-
мационный анализ ассоциации целевых райо-
нов с  нуклеосомами и  другими белками в  safe 
harbor локусах AAVS1 и  GSH-Ch1 и  транскрип-
ционно неактивном гене MYBPC3 кардиального 
миозинсвязывающего белка  3 в  клетках линии 
HEK293FT на основе данных, полученных ме-
тодом ATAC-seq базы NCBI SRA для хроматина 
клеток линии HEK293FT. Проведено создание 
и внесение плазмидных конструкций, кодирую-
щих нуклеазы SpCas9 и AsCpf1 и направляющих 
РНК в  клетки HEK293FT. Осуществлен анализ 
событий в целевых районах генома клеток ли-
нии HEK293FT методом изучения секвенограмм 
с помощью алгоритма TIDE.

Результаты. Изучение данных экспериментов 
ATAC-seq для клеток HEK293FT показало, что 
локус AAVS1 можно отнести к  открытому хро-
матину с низкой плотностью нуклеосом, а локус 
GSH-Ch1  – к  закрытому хроматину. В  клетках 
HEK293FT ген кардиального белка MyBPc3 име-
ет промежуточные характеристики хроматина. 
Проведенное исследование эффективности 
внесения разрывов в  изучаемые локусы хро-
матина клеток HEK293FT нуклеазами выявило, 
что SpCas9 справляется с  хроматином любой 
плотности нуклеосом, тогда как AsCpf1 эффек-
тивно вносит разрывы в  ДНК только в  локусах 
с открытым хроматином – AAVS1 и MYBPC3. В ло-
кусе GSH-Ch1 с высокой плотностью нуклеосом 
события редактирования происходят на очень 
низком уровне.
Заключение. Показана низкая эффективность 
нуклеазы AsCpf1 в  геномном safe harbor локу-
се GSH-Ch1, который характеризуется высокой 
плотностью нуклеосом. При планировании 
эксперимента по геномному редактированию 
с помощью нуклеазы AsCpf1 следует учитывать 
эпигенетический ландшафт хроматина и  плот-
ность нуклеосом, а  также использовать веще-
ства, влияющие на структуру хроматина.

Ключевые слова: редактирование геномов, 
CRISPR-Cas нуклеазы SpCas9 и AsCpf1, направ-
ляющая РНК, нуклеосомы, открытый хроматин
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С появлением эффективных методов редак-
тирования нуклеотидных последователь-
ностей такое направление биомедицины, 
как исследование функций генов и  од-

нонуклеотидных полиморфизмов при нормаль-
ной жизнедеятельности клетки и при патологиях, 
получило активное развитие [1, 2]. В 2007 г. у бак-
терий и  архей была открыта система адаптивной 
защиты от вирусов и  чужеродных молекул ДНК 
[3]. Геномы прокариот содержат элементы, состо-
ящие из коротких прямых повторов ДНК, между 
которыми закодированы фрагменты бактериофа-
гов или плазмид. Данные элементы были опреде-
лены как короткие палиндромные повторы, регу-
лярно расположенные группами (англ. clustered 
regularly interspaced short palindromic repeats, 
CRISPR). Повторы CRISPR входят в функциональ-
ную единицу бактериального генома и  содержат 

гены Cas (CRISPR associated), кодирующие белки, 
необходимые для разрезания ДНК [4, 5]. При по-
падании «знакомого» вируса в  бактерию проис-
ходит синтез РНК (англ. сrRNA, CRISPR RNA) по 
матрице ДНК из «коллекции» вирусных фрагмен-
тов, закодированных в  районе CRISPR, и  сrRNA 
адресно (по принципу комплементарности между 
сrRNA и участком ДНК в геноме вируса) направ-
ляет нуклеазы Cas для уничтожения вирусной 
ДНК. Наличие элементов CRISPR в  геномах раз-
личных бактерий говорит об эволюционно-кон-
сервативном принципе РНК-опосредованной 
деградации инвазивных ДНК, однако механиз-
мы функционирования иммунитета могут иметь 
различия. Например, если для деградации инва-
зивных ДНК необходимо несколько белков Cas, 
система CRISPR-Cas относится к 1-му классу (под-
разделяется на I, III и IV типы), а если эту функцию 
выполняет один белок – ко 2-му (II, V и VI типы) 
[6]. Имеются также различия в  механизмах фор-
мирования направляющих сrRNA для нуклеаз Cas 
у разных бактерий. В системе CRISPR-Cas9 бакте-
рий Streptococcus pyogenes (класс 2, тип II) специ-
фическая направляющая crRNA взаимодействует 
с tracrРНК (trans-activating crRNA), а в инвазивном 
геноме, в месте узнавания (протоспейсер, компле-
ментарный crRNA), должен присутствовать смеж-
ный мотив ДНК PAM (Protospacer Adjacent Motif) 
с  консенсусом 5’-NGG-3' [7, 8] (рис. 1А). Именно 
система CRISPR-Cas9 бактерий S.  pyogenes послу-
жила основой для создания в 2012 г. инструментов 
редактирования геномов эукариот – были добавле-
ны сигналы ядерной локализации в белок SpCas9 
(S.  pyogenes Cas9), проведена оптимизация кодо-
нов гена SpCas9 для экспрессии в эукариотических 
клетках, а  tracrRNA и  crRNA для удобства были 
объединены в  одну молекулу РНК  – single guide 
RNA (sgRNA) [1, 2].

Благодаря относительной простоте устройства 
и высокой эффективности работы систему CRISPR-
SpCas9 активно применяют для редактирования 
геномов на самых разных модельных объектах – от 
микроорганизмов до культивируемых клеток чело-
века, включая плюрипотентные стволовые клетки. 
Основным недостатком данной системы следует 
признать высокую вероятность ошибочного раз-
резания ДНК нуклеазой SpCas9 в похожих на про-
тоспейсер участках генома. С этой проблемой ис-
следователи борются разными путями, например, 
создавая мутантные формы белка SpCas9 или из-
учая разнообразие бактериальных систем CRISPR-
Cas для поиска новых нуклеаз Cas [9]. Так, было 
обнаружено, что нуклеаза из Acidaminococcus  sp. 
BV3L6 (AsCpf1) (CRISPR-Cas12a, 2-й класс, тип V) 

Таблица 1. Позиции протоспейсеров целевых районов и векторов для экспрессии нуклеаз 
sgRNA и CRISPR-Cas 

Локус; нуклеаза Позиция протоспейсера, сборка генома 
GRCh38/hg38

Вектор

AAVS1; Cas9 5’GTCACCAATCCTGTCCCTAGTGG-TGG-3’PAM
chr19:55115745-55115764;

PX458
Addgene #48138

AAVS1; Cpf1 PAM5’TTTC-GTCACCAATCCTGTCCCTAG3’
chr19:55115744-55115764;

pAsCpf1(TTTV)-2NLS
*Addgene 69982/#89352

GSH-Ch1; Cas9 5’TATTATAATAGAAGTGCCTG-AGG-3’ PAM
chr1:189847623-189847642;

PX458
Addgene #48138

GSH-Ch1; Cpf1 PAM5’-TTTA-TACAGTTGCCTTACAAAGACA3’
chr1:189847581-189847601; -

pAsCpf1(TTTV)-2NLS
*Addgene 69982/#89352

MYBPC3; Cas9 5’ACACCACCTGATCATCAACG-АGG-3’ PAM
chr11:47342656-47342675 

PX458
Addgene #48138

MYBPC3; Cpf1 PAM  5’TTCA-AGAAGGACGGGCAGAGACACC
chr11:47342671-47342691;

pAsCpf1(TYCV)(BB)
Addgene #89352

* Addgene 69982 – прототип плазмиды pAsCpf1(TTTV)-2NLS, куда был добавлен мотив 2NLS из плаз-
миды Addgene #89352

Рис. 1. Схема строения комплекса SpCas9:sgRNA (А) и AsCpf1:crRNA (Б) в целевом районе 
ДНК, содержащем протоспейсер и PAM (мотив, смежный с протоспейсером)

АА ББ
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более точная и имеет более низкий уровень неце-
левой активности по сравнению с  Cas9 [10–12]. 
Нуклеаза AsCpf1 использует одну короткую на-
правляющую РНК (около 40 нуклеотидов длиной), 
а также T-богатый PAM с консенcусом 5’-TTTV-3’ 
(V = A, G или C). Поскольку в  геномах большин-
ства организмов данное сочетание нуклеотидов 
встречается с  низкой частотой, были созданы 
мутантные формы AsCpf1, узнающие консенсу-
сы PAM 5’-TYCV-3’ и  5’-TATV-3’. Для трех форм 
AsCpf1 частота встречаемости возможных мише-
ней в кодирующей части генома человека состав-
ляет 1 сайт на 11 пар нуклеотидов [13]. При гидро-
лизе нуклеазой AsCpf1 образуются выступающие 
«липкие» концы ДНК, а сам разрез располагается 
в отдалении от PAM (рис. 1Б). В совокупности это 
делает систему CRISPR-Cpf1 крайне привлека-
тельным инструментом редактирования геномов, 

в  частности для создания изогенных клеточных 
моделей наследственных заболеваний.

Для разработки методов генной терапии, соз-
дания клеточных моделей заболеваний человека 
и  изучения проявлений патологического фено-
типа на молекулярном уровне часто возникает 
необходимость проведения модификации генома 
вставками функциональных трансгенов или ге-
нетических элементов. Генную терапию на основе 
ретро- и  аденовирусных векторов ранее приме-
няли для лечения некоторых болезней, связанных 
с  метаболическими или гематологическими на-
рушениями [14–16]. Однако при использовании 
ретро- и лентивирусных векторов происходит не-
контролируемая интеграция вирусов в случайные 
места генома, что может приводить к инсерцион-
ному мутагенезу. Открытие систем редактирования 
CRISPR-Cas позволяет использовать определенные 

Рис. 2. Схема локуса AAVS1 человека, локализованного на 19-й хромосоме (позиция 19q13.42, идеограмма 19-й хромосомы). Ниже расположена схема 
района (200 т.п.о.), содержащего сайт интеграции аденоассоциированных вирусов (позиция протоспейсеров для нуклеаз AsCpf1 и SpCas9). Гены изображены 
зелеными стрелками, отражающими направление транскрипции (А). Экзон-интронная структура гена PPP1R12C представлена на Б. Позиция протоспейсера 
в интроне 1 отмечена синим столбиком, экзоны – красные треугольники. Энхансеры обозначены желтыми прямоугольниками, потенциальный промотор – 
красный прямоугольник. Пример картирования прочтений фрагментов ДНК эксперимента ATAC-seq для клеток HEK293FT (SRR9602331, см. раздел «Материал 
и методы») показан на В. Голубым цветом обозначена плотность прочтений (диапазон представлен числом прочтений, картированных на референсную 
последовательность локуса AAVS1, – от 1 до 139). Серые стрелки – позиции протоспейсеров AsCpf1 и SpCas9, прямоугольники – последовательности ДНК 
данного района, свободные от белков и выявляемые методом ATAC-seq

АА

ББ

ВВ

Энхансеры

Энхансеры

Протоспейсер

AsCpf1/SpCas9 протоспейсер

AsCpf1/SpCas9 протоспейсер
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места генома, где взаимное влияние внесенных 
генетических конструкций и  хозяйского генома 
минимально, – так называемые genome safe harbor 
(GSH) локусы. Наиболее популярное место для 
интеграции трансгенов в  геном человека  – локус 
AAVS1 (adeno-associated virus integration site 1) на 
19-й хромосоме (19q13.42), в первом интроне гена 
PPP1R12C (protein phosphatase 1 regulatory subunit 
12C), который кодирует белок, регулирующий ак-
тивность фосфатазы 1δ [17] (рис. 2А).

Локус AAVS1 был выявлен экспериментально 
при анализе сайтов интеграции аденоассоцииро-
ванных вирусов в  ДНК клеток человека in vitro. 
Примечательно, что нарушение одного или двух 

аллелей этого гена не приводит к  отклонениям 
ни на уровне культуры клеток, ни на уровне цело-
го организма, хотя PPP1R12C экспрессируется во 
всех тканях [17]. Тем не менее следует учитывать, 
что данный район 19-й хромосомы не может быть 
безопасным локусом safe harbor, так как обогащен 
кодирующими генами, в том числе там находится 
ген PTPRH (protein tyrosine phosphatase receptor 
type H), мутации в котором ассоциированы с ра-
ком печени (см. рис. 2А), и внесение чужеродных 
генетических элементов в  данный локус потен-
циально может приводить к  непредсказуемым 
событиям. Были сформулированы критерии для 
«идеальных» GSH-локусов: расстояние  > 50  т.п.о. 

Таблица 2. Праймеры для амплификации целевых районов ДНК с целью анализа нуклеазной активности SpCas9 и AsCpf1

Название праймера Структура праймера Температура отжига праймера; 
размер ПЦР продукта

Целевой район амплификации ДНК

AAVS1_WT-F
AAVS1_WT-R

5’CTCTGGCTCCATCGTAAGCAA3’
5’CCCAAAGTACCCCGTCTCCC3’

58C
555 п.о.

Локус AAVS1

1Chr-SHL-T-F
1Chr-SHL-T-R

5’GGTAGTGCAGAGAGCTAACATG3’
5’GTCTAACTATGACAGTGCTGCC3’

58C
490 п.о.

Локус SH-Chr1

MYBPC3-LD-F
MYBPC3-R

5’CAAATGGTGAGTTCCAGAAGC3’
5’GAGATGAGAAGGATGAGGTTTAGG3’

58C
405 п.о.

Ген MYBPC3

ПЦР – полимеразная цепная реакция

Рис. 3. Схема локуса GSH-Ch1 человека, локализованного на 1-й хромосоме (позиция 1q31.1, идеограмма 1-й хромосомы). Ниже расположена схема района 
(200 т.п.о.), позиция протоспейсеров для нуклеаз AsCpf1 и SpCas9 отмечена синим столбиком. Зеленой стрелкой обозначен ген длинной некодирующей РНК 
LINC01701 (А). Пример картирования прочтений фрагментов ДНК эксперимента ATAC-seq для клеток HEK293FT (SRR9602331, см. раздел «Материал и методы») 
дан на Б. Голубым цветом обозначена плотность прочтений (число прочтений, картированных на референсную последовательность локуса GSH-Ch1, – 
от 1 до 4). Серые стрелки – позиции протоспейсеров AsCpf1 и SpCas9, прямоугольники – последовательности ДНК данного района, свободные от белков 
и выявляемые методом ATAC-seq. Повторы ДНК представлены желтыми прямоугольниками

АА

ББ

протоспейсер

Альманах клинической медицины. 2021; 49 (6): 385–395. doi: 10.18786/2072-0505-2021-49-037

388 Оригинальные статьи



от 5'-конца любого гена, более 300 т.п.о. от генов, 
ассоциированных с  раком и  любой микроРНК, 
удаленность от ультраконсервативных регионов 
генома. Таким идеальным кандидатом, отвечаю-
щим всем критериям, считается локус GSH-Ch1 
(genomic safe harbor chromosome 1) (позиции 
189847581–189847601, район 1q31.1 1-й хромосомы 
человека) [17, 18] (рис. 3А).

Системы CRISPR-Cas представляют собой 
«изобретение» бактерий для борьбы с  вирусной 
ДНК, которая не образует регулярные комплексы 
с белками, тогда как в клетках эукариот ДНК при-
сутствует в составе нуклеосом и других структур-
ных белков хроматина. В  экспериментах in vitro 
показано, что нуклеосомы действительно препят-
ствуют гидролизу ДНК нуклеазами SpCas9 [19] 
и  AsCpf1 (Cas12a) [20]. При этом in vivo SpCas9 
справляется с хроматином любой плотности и до-
ступности [21]. Для нуклеазы AsCpf1 этот аспект 
недостаточно изучен. В  данном исследовании мы 
провели биоинформационный анализ уровня от-
крытости хроматина в  safe harbor локусах AAVS1 
и  GSH-Ch1 и  транскрипционно неактивном гене 
MYBPC3 кардиального миозинсвязывающего бел-
ка 3 в клетках линии HEK293FT, а также оценили 
нуклеазную активность белков SpCas9 и AsCpf1 in 
vivo.

Материал и методы
Получение генетических конструкций, 
экспрессирующих компоненты системы CRISPR-Cas
Дизайн протоспейсеров для синтеза направля-
ющих РНК нуклеаз SpCas9 и  AsCpf1 выполня-
ли с  помощью ресурсов Benchling (https://www.
benchling.com). Олигонуклеотиды были синтези-
рованы компанией «Биоссет» (Россия) и клониро-
ваны в  соответствующие плазмиды, кодирующие 

sgRNA и  нуклеазы SpCas9 (pX458) и  AsCpf1 
(pAsCpf1(TYCV)(BB), pAsCpf1-2NLS) в  соот-
ветствии с  протоколом [22] (табл. 1). Плазмида 
pAsCpf1(TTTV)-2NLS была сконструирована в ла-
боратории на основе AsCpf1 (TTTV) путем добав-
ления второго сайта ядерной локализации NLS.

Анализ эффективности редактирования CRISPR-Cas 
на клетках HEK293FT
Доставку плазмидных конструкций в  клет-
ки линии HEK293FT (cat. R70007 Thermo Fisher 
Scientific) проводили с  помощью электропора-
ции на приборе Neon Transfection System (Thermo 
Fisher Scientific) согласно рекомендациям произ-
водителя. Клетки линии HEK293FT культивиро-
вали при 5% СO2, 37 °С, в ростовой среде DMEM/
F12 (Gibco), 10%  фетальной бычьей сыворот-
ке (Life Technologies), 2  мМ GlutaMax (Thermo 
Fisher Scientific), 100  ед/мл раствора пеницилли-
на/стрептомицина (Life Technologies), 0,1 мМ рас-
твора аминокислот NEAA (Invitrogen). Перед экс-
периментом клетки диссоциировали реагентом 
TrypLE, центрифугировали в  фосфатном буфере 
PBS в течение 5 минут (300 g) и ресуспендирова-
ли в  буфере R (Neon Transfection System 10ul  kit, 
Thermo Fisher Scientific) из расчета конечной 
концентрации 5 × 107/мл. Реакцию электропора-
ции 0,5  мкг плазмиды, кодирующей компоненты 
CRISPR-Cas, проводили в 10 мкл суспензии клеток 
в буфере R. После электропорации клетки перено-
сили в подготовленные культуральные планшеты 
с теплой средой без антибиотика. Через 48 часов 
после трансфекции из клеток выделяли геномную 
ДНК и амплифицировали целевой участок, содер-
жащий сайт CRISPR-индуцируемого разрыва, со 
специфических праймеров (табл. 2). Полученный 
продукт полимеразной цепной реакции (ПЦР) 

Таблица 3. Покрытие прочтений ДНК в целевых районах генома клеток HEK293, выявляемых в экспериментах ATAC-seq, в процентном соотношении от данных 
референсного гена ACTB

ATAC-seq SRR6418076
HEK293

SRR8938025
HEK293

SRR9602331
HEK293

SRR10982335
Кардиомиоциты из 

ИПСК человека

SRR12503731
Кардиомиоциты из 

ИПСК человека

Исследуемый район (позиции 
в геноме, сборка hg38)

Покрытие ACTB, % 100 100 100 100 100 chr7 5,527,748-5,529,657  
(1910 п.о.)

Покрытие GSH-Ch1, % 8,2 3,9 3,55 56,5 59,6 chr1 189847081-189848101 
(1000 п.о.)

Покрытие MYBPC3, % 27,1 6,6 11,9 11,9 50,0 chr11 47342156-47343175  
(1000 п.о.)

Покрытие AAVS1, % 68,9 23,3 31,0 33,8 33,3 chr19 55115245-55116264  
(1000 п.о.)

ИПСК – индуцированные плюрипотентные стволовые клетки
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очищали методом элюции из агарозного геля 
с  помощью набора Cleanup Standard (Евроген). 
Реакции секвенирования по методу Сэнгера про-
водили с  применением набора реагентов BigDye 
Terminator v3.1 Cycle Sequencing Kit (Thermo Fisher 
Scientific). Продукты реакции секвенирования 
анализировали в Центре коллективного пользова-
ния «Геномика» СО РАН.

Общую эффективность CRISPR-Cas9 оценивали 
по доле модифицированных последовательностей 
ДНК, образовавшихся в  результате негомологич-
ного сшивания концов, выявляемых при анализе 
секвенограмм с  помощью программного алго-
ритма TIDE (Tracking of Indels by Decomposition) 
(https://tide.nki.nl).

Анализ открытости хроматина в целевых районах 
генома клеток HEK293FT
Последовательности локусов были экстрагиро-
ваны из GenBank (https://www.ncbi.nlm.nih.gov/
nuccore): AP023479.1:55589039-55593668 Homo 
sapiens DNA, chromosome 19, AL591504.5:14265-
18238 Human DNA sequence from clone RP11-445J9 
on chromosome 1. Анализ открытости хроматина 
в клетках HEK293FT проводили на основе дан-
ных из базы NCBI SRA (Sequence Read Archive; 
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/sra), полученных ме-
тодом ATAC-seq (Assay for Transposase-Accessible 
Chromatin using sequencing) [23]. Использовали 
данные экспериментов ATAC-seq для клеток 
HEK293FT SRR6418076, SRR8938025, SRR9602331 
и  для кардиомиоцитов человека, полученных 
из индуцированных плюрипотентных стволо-
вых клеток (ИПСК) SRR10982335, SRR12503731. 
Данные экспериментов ATAC-seq картировали 
относительно референсных последовательно-
стей ДНК с использованием программы HISAT2 
[24]. Результирующие файлы в формате SAM ви-
зуализировали и  проводили первичный анализ 

с  использованием программного обеспечения 
Geneious 11.0.2 (http://www.geneious.com) [25]. 
Участки, содержащие повторы ДНК, исключали 
из анализа с помощью программы RepeatMasker 
[26].

Результаты
Для исследования программируемых нукле-
аз SpCas9 и  AsCpf1 (Cas12a) в  safe harbor локу-
сах генома клеток линии HEK293 были выбраны 
протоспейсеры для локуса AAVS1 в  районе hg38 
chr19:55115745-55115764 (интрон гена PPP1R12C) 
(см. рис. 1А) [27] и  для локуса GSH-Ch1 в  пози-
ции hg38 chr1:189847581-189847601 (см.  рис.  2А) 
[28]. Дополнительно для изучения активности 
нуклеаз в  транскрипционно неактивном хрома-
тине был выбран ген кардиального миозинсвязы-
вающего белка cMyBP-C, который не экспресси-
руется в  клетках HEK293FT (протоспейсер hg38 
chr11:47342656-47342675) (рис. 4).

Предварительно проводили оценку степени 
ассоциации целевых районов с  нуклеосомами 
и  другими белками с  помощью анализа данных, 
полученных методом ATAC-seq базы NCBI SRA 
для хроматина клеток линии HEK293FT и карди-
омиоцитов. Метод ATAC-seq выявляет доступные 
участки ДНК в составе хроматина с помощью ги-
перактивной мутантной формы транспозазы Tn5, 
которая интегрирует линкеры ДНК в  открытые 
участки генома. Фрагменты генома, содержащие 
линкеры, очищают, амплифицируют с  помощью 
ПЦР, после чего определяют последовательность 
ДНК с  помощью секвенирования нового поколе-
ния (Illumina). На основании анализа прочтений 
ДНК можно выявить открытые участки хромати-
на, сайты связывания транскрипционных факто-
ров, а также позиции нуклеосом. Чем более открыт 
хроматин, тем больше прочтений ДНК приходит-
ся на соответствующий участок генома [29, 30]. 

Рис. 4. Пример картирования прочтений фрагментов ДНК эксперимента ATAC-seq для клеток HEK293FT (SRR9602331, см. раздел «Материал и методы») на ген 
MYBPC3. Голубым цветом обозначена плотность прочтений (диапазон представлен числом прочтений, картированных на референсную последовательность 
гена MYBPC3, – от 1 до 23). Серые стрелки – позиции протоспейсеров AsCpf1 и SpCas9, прямоугольники – последовательности ДНК данного района, свободные 
от белков и выявляемые методом ATAC-seq. Красные стрелки – экзоны гена, желтые – экзоны, кодирующие белок
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В  данном исследовании мы оценили количество 
прочтений ДНК (плотность покрытия) в  локусах 
AAVS1, GSH-Ch1 и гене MYBPC3 в аннотируемых 
экспериментах ATAC-seq, проведенных на клетках 
HEK293 (3  варианта) и  кардиомиоцитах, полу-
ченных из ИПСК (2  варианта). Полученные дан-
ные для каждого эксперимента нормировали на 

плотность покрытия, выявляемую для хроматина 
кодирующей области гена домашнего хозяйства 
ACTB (beta-actin). Из данных табл. 3 видно, что 
в клетках HEK293 локус GSH-Ch1, вероятнее все-
го, относится к  закрытому хроматину, поскольку 
плотность прочтений ДНК составляет в  среднем 
5%  от плотности прочтений, картируемых в  гене 

Рис. 6. Результаты анализа секвенограмм целевых районов ДНК локусов AAVS1 (А), GSH-Ch1 (Б), MYBPC3 (В) клеток линии HEK293FT после внесения плазмид, 
кодирующих компоненты CRISPR-SpCas9 и CRISPR-AsCpf1, с помощью алгоритма TIDE. На оси абсцисс в нуле показано отсутствие событий редактирования, 
слева от нуля отложены делеции, справа от нуля – инсерции, цифрами указано, сколько нуклеотидов удалено или вставлено. По оси ординат отложен процент 
выявленных событий
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Рис. 5. Схема эксперимента. А – плазмиды, кодирующие компоненты систем CRISPR-SpCas9 и CRISPR-AsCpf1, трансфицировали 
в клетки HEK293FT. In vivo в ядрах клеток происходила транскрипция ДНК плазмиды и синтез направляющей РНК (gRNA), мРНК 
нуклеаз Cas (Cas-mRNA) и флуоресцентного белка GFP. В цитоплазме происходила трансляция мРНК и сборка комплексов CRISPR-
Cas:gRNA, которые перемещались в ядро и вносили двуцепочечные разрывы в ДНК целевых районов (ДНК-мишень). По наличию 
сигнала белка GFP, закодированного в плазмиде pX458, определяли уровень трансфекции плазмид в клетки линии HEK293FT. 
Б – выделяли ДНК клеток линии HEK293FT, амплифицировали целевой район методом полимеразной цепной реакции (ПЦР), 
определяли последовательность нуклеотидов ДНК по Сэнгеру и анализировали секвенограммы при помощи алгоритма TIDE
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домашнего хозяйства ACTB, хроматин которого 
мы считаем открытым. Разброс значений покры-
тия прочтений ДНК для локуса AAVS1 составляет 
от 23,3 до 68,9% относительно гена ACTB.

Наряду с этим в локусе AAVS1 (интрон 1 гена 
PPP1R12C) с  помощью программы BLAT (http://
genome.ucsc.edu) были выявлены потенциальные 
сайты регуляторных элементов cCREs (candidate 
cis-Regulatory Elements), а именно потенциальные 
энхансеры (см. рис. 2Б). Элементы cCREs выявля-
ются в районах открытого хроматина (свободного 
от нуклеосом), гиперчувствительных к  ДНКазе  1 
(см. рис. 2Б, В). Таким образом, можно считать, что 
район AAVS1, в  котором расположен протоспей-
сер в клетках HEK293, содержит открытый хрома-
тин, доступный для связывания белков комплекса 
CRISPR-Cas, а район safe harbor на первой хромо-
соме GSH-Ch1 – закрытый хроматин, который мо-
жет быть проблемным для активности AsCpf1. Ген 
MYBPС3 неактивен в клетках HEK293, однако зна-
чения покрытия прочтений ДНК в экспериментах 
ATAC-seq в этом случае варьируют от 6,6 до 27,1% 
относительно гена домашнего хозяйства ACTB. 
Мы оценили плотность прочтений в эксперимен-
тах ATAC-seq, проведенных на кардиомиоцитах, 
полученных из ИПСК, в  гене MYBPС3, который 
экспрессируется в клетках. Анализ данных показы-
вает, что транскрипционно активный ген MYBPC3 
действительно приобретает черты открытого хро-
матина. Интересно, что хроматин локуса GSH-Ch1 
в  кардиомиоцитах также становится открытым 
в отличие от HEK293 (см. табл. 3).

Примеры картирования прочтений в исследуе-
мых районах клеток HEK293FT даны на рис. 2В (ло-
кус AAVS1), 3Б (локус GSH-Сh1), 4 (ген MYBPC3).

Протоспейсеры для нуклеаз SpCas9 и  AsCpf1 
были клонированы в соответствующие плазмиды 
(см. табл. 2), и с помощью электропорации прове-
дена доставка кодирующих конструкций в клетки 
HEK293FT. Уровень трансфекции оценивали по 
флуоресценции белка EGFP, который присутствует 
в плазмиде pX458, кодирующей белок SpCas9 и на-
правляющей sgRNA (доставка конструкции проис-
ходила в 70% клеток). Уровень доставки плазмид, 
кодирующих компоненты CRISPR-AsCpf1, счита-
ли таким же. Далее геномную ДНК выделяли спу-
стя 48 часов после трансфекции, целевые районы 
амплифицировали и секвенировали. Полученные 
данные секвенограмм были проанализированы 
с  помощью алгоритма TIDE (рис. 5). Программа 
статистически оценивает вероятность присут-
ствия делеций и инсерций, появившихся в районе 
протоспейсера после негомологичной репарации 
разрывов ДНК, и представляет результаты в виде 

диаграмм, на которых можно оценить степень ак-
тивности системы CRISPR-Cas в целевом районе.

Как и  ожидалось, в  локусе AAVS1 нуклеазы 
SpCas9 и  AsCpf1 эффективно взаимодействова-
ли с  хроматином (рис. 6А). По данным програм-
мы TIDE, общая эффективность редактирования 
составляла 51,1%  для SpCas9 и  23,6% для AsCpf1. 
В  локусе GSH-Ch1 была активна исключительно 
SpCas9 (46,2%), в  то время как нуклеаза AsCpf1 
вносила разрывы в  хроматин с  очень низкой эф-
фективностью – 7,2% (рис. 6Б). В целевом районе 
гена MYBPC3 эффективность редактирования 
для SpCas9 была равна 57,7%, для AsCpf1 – 18,2% 
(рис. 6В).

Обсуждение и заключение
Открытие программированных нуклеаз CRISPR-
Cas и  создание на их основе инструментов ре-
дактирования генома эукариот позволяют эф-
фективно изучать мутации и  создавать модели 
для изучения наследственных заболеваний. Для 
безопасного и эффективного трансгенеза в гено-
ме человека выявлены специальные GSH-локусы. 
С  целью уменьшения вероятности ошибок ре-
дактирования подбирают более точные нукле-
азы Cas, оценивают разные аспекты  – частоту 
встречаемости PAM, эффективность нуклеазной 
активности в  различных районах хроматина. 
Система редактирования CRISPR-Cas была созда-
на на основе механизмов иммунитета бактерий, 
основанного на специфическом узнавании и рас-
щеплении ДНК вирусов и не была адаптирована 
для расщепления ДНК в  составе нуклеосом, ко-
торые служат структурной единицей хроматина 
эукариот. Участки ДНК, свободные от нуклеосом 
эукариот (так называемый открытый хроматин), 
встречаются в  промоторах и  энхансерах генов  – 
сайтах связывания транскрипционных факторов 
или регуляторных белков. Открытый хроматин 
также присутствует в экзонах и интронах актив-
но транскрибируемых генов [31]. Участки ДНК, 
свободные от нуклеосом, в активных генах обра-
зуются в результате динамического процесса вза-
имодействия ДНК и белков нуклеосом (октамера 
гистонов 2хН2А, 2хН2В, 2хН3 и 2хН4), так назы-
ваемого дыхания нуклеосом за счет привлече-
ния белков ремоделирования хроматина. Данные 
белки узнают активные модификации гистонов 
и  способствуют уменьшению сродства между 
ДНК и  гистонами, за счет чего ДНК чаще оста-
ется свободной от нуклеосом. Эпигенетические 
модификации гистонов активного хромати-
на (например, ацетилированный лизин гисто-
на H3 (H3K9ac, H3K27ac) в положении 9 или 27, 
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ди- и  триметилированный лизин гистона H3 
(H3K4me2-me3) в положении 4 и др.) считаются 
маркерами открытого хроматина [31, 32].

Современным, доступным и  чувствительным 
методом полногеномного анализа участков ДНК, 
свободных от нуклеосом, считается анализ ATAC-
seq. Данные, полученные ранее с помощью других 
методов исследования структуры хроматина,  – 
DNase-seq (DNase I hypersensitive sites sequencing – 
анализ гиперчувствительных к  расщеплению 
ДНКазой районов генома), MNase-seq (Micrococcal 
Nuclease digestion with deep sequencing  – анализ 
участков, чувствительных к  микрококковой ну-
клеазе), ChIP-seq (Chromatin Immunoprecipitation 
Sequencing  – анализ ДНК-белковых взаимодей-
ствий, основанный на иммунопреципитации 
хроматина для анализа распределения модифи-
цированных гистонов)  – полностью согласуют-
ся с  результатами ATAC-seq. С  помощью метода 
ATAC-seq можно выявлять области открытого хро-
матина, уточнять позиции нуклеосом или сайтов 
связывания регуляторных элементов с  высокой 
точностью [23, 30, 33].

Мы исследовали нуклеазную активность 
SpCas9 и AsCpf1 в клетках HEK293FT в safe harbor 
локусах на 19-й хромосоме (AAVS1) и на 1-й хро-
мосоме (GSH-Ch1). Изучение данных экспери-
ментов ATAC-seq для клеток HEK293FT показа-
ло, что локус AAVS1 можно отнести к открытому 
хроматину, а  локус GSH-Ch1  – к  закрытому. Ген 
кардиального белка MyBPc3 в  клетках HEK293FT 
имеет промежуточные характеристики хромати-
на. Проведенное исследование эффективности 

внесения разрывов в  исследуемые локусы хрома-
тина клеток HEK293FT нуклеазами позволило об-
наружить, что SpCas9 справляется с  хроматином 
любой плотности, тогда как AsCpf1 эффективно 
вносит разрывы в ДНК только в локусах с откры-
тым хроматином  – AAVS1 и  MYBPC3. В  локусе 
с закрытым хроматином GSH-Ch1 события редак-
тирования в  данном случае происходят на очень 
низком уровне.

Как было показано нами в  данной работе, 
а также другими исследователями, на нуклеазную 
активность SpCas9 in vivo структура хроматина 
не оказывает влияния [21]. Обнаруженная низкая 
активность AsCpf1 в GSH-Ch1 может быть свиде-
тельством того, что плотный хроматин данного 
локуса в  клетках HEK293FT препятствует внесе-
нию разрывов в  ДНК данной нуклеазой in  vivo. 
Существует специфический паттерн распределе-
ния нуклеосом в  целевых районах в  разных ти-
пах клеток. Анализируя эксперименты ATAC-seq, 
проведенные на кардиомиоцитах, дифференциро-
ванных из ИПСК, мы обнаружили, что MYBPC3 
хроматина становится более открытым не только 
в транскрипционном активном гене, но и в локусе 
GSH-Ch1.

Таким образом, чтобы использовать для редак-
тирования более точную программируемую ну-
клеазу AsCpf1, следует тщательно выбирать район 
протоспейсера, учитывая эпигенетический ланд-
шафт хроматина и степень его открытости в раз-
ных типах клеток, либо применять в эксперименте 
вещества и условия культивирования клеток, вли-
яющие на структуру хроматина. 
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Rationale: The development of eukaryote ge-
nome engineering tools based on CRISPR-Cas 
programmable bacterial nucleases systems opens 
wide horizons for gene therapies, human disease 
cell modeling, as well as investigation into mani-
festation of disease phenotypes and visualization 
of cellular processes. The safety and approxima-
tion of experiments both at the cellular and or-
ganismal levels depend on the accuracy of intro-
ducing double-stranded breaks into the target 
DNA regions. The search for new variants of more 
accurate CRISPR-Cas nucleases and evaluation of 
their ability to hydrolyze nucleosome DNA in vivo 
is considered a critical task for the development of 
the genome engineering technologies.
Aim: To analyze the activity of the programmable 
nuclease AsCpf1 (Cas12a), with low level of off-tar-
get activity, in the human genome loci that are 
safe for the introduction of transgenic constructs 
(“safe harbor”) and to compare its efficiency with 
that of the widely used SpCas9 nuclease in HEK293 
cells.
Materials and methods: We performed the bi-
oinformatics analysis of the association between 
target regions with nucleosomes and other pro-
teins in the safe harbor loci AAVS1 and GSH-Ch1 
and the transcriptionally inactive gene MYBPC3 
(cardiac myosin binding protein 3) based on ATAC-
seq data for the HEK293FT cells obtained from the 
NCBI SRA database. Plasmids encoding SpCas9 
and AsCpf1 nucleases and guide RNA to the target 
regions were constructed and transfected into the 
HEK293FT cells. Events in the target regions of the 
HEK293FT cell genome were studied in the seque-
nograms with the TIDE algorithm.

Results: The results of the ATAC-seq experiments 
for HEK293FT cells have shown that the AAVS1 lo-
cus can be referred as open chromatin with a low 
nucleosome density, while the GSH-Ch1 locus can 
be attributed to closed chromatin. In HEK293FT 
cells, the cardiac MYBPC3 gene has intermediate 
chromatin density. Assessment of the efficiency 
of introducing breaks into the studied HEK293FT 
cell chromatin loci by nucleases has shown that 
SpCas9 is able to cope with chromatin of any nu-
cleosome density, while AsCpf1 can effectively 
introduce DNA breaks only at loci with open chro-
matin, such as AAVS1 and MYBPC3. Editing events 
occur at a very low rate at the GSH-Ch1 locus with 
a high nucleosome density.
Conclusion: We have found low efficiency of the 
AsCpf1 nuclease in the genomic safe harbor locus 
GSH-Ch1, which is characterized by a high nucle-
osome density. When planning an experiment on 
AsCpf1 nuclease genome editing, the epigenetic 
chromatin landscape and the nucleosome density 
should be considered, as well as chromatin open-
ing substances should be used.

Key words: gene editing, CRISPR-Cas nuclease 
SpCas9 and AsCpf1, guide RNA, nucleosomes, 
open chromatin
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Оценка противоопухолевого эффекта 2-(6,8-диметил-5-
нитро-4-хлорхинолин-2-ил)-5,6,7-трихлор-1,3-трополона на 
подкожных ксенографтах культуры опухолевых клеток А-549

Лукбанова Е.А.1 • Заикина Е.В.1 • Саяпин Ю.А.2 • Гусаков Е.А.3 • Филиппова С.Ю.1 • Златник Е.Ю.1 •  
Волкова А.В.1 • Курбанова Л.З.1 • Ходакова Д.В.1 • Каймакчи Д.О.1 • Лазутин Ю.Н.1 •  
Шевченко А.Н.1 • Пандова О.В.1

Актуальность. Химиотерапия – один из мето-
дов лечения рака легкого. В связи с невысокой 
эффективностью цитотоксических препаратов 
и  их побочными эффектами актуален поиск 
новых веществ. Перспективную группу соеди-
нений, проявляющих различные виды биологи-
ческой активности, в том числе противоопухо-
левую, составляют алкалоиды трополонового 
ряда  – семичленные небензоидные аромати-
ческие соединения. 2-(6,8-диметил-5-нитро-4-
хлорхинолин-2-ил)-5,6,7-трихлор-1,3-трополон, 
синтезированный в НИИ физической и органи-
ческой химии Южного федерального универ-
ситета, относится к новым соединениям в ряду 
2-хинолин-2-ил-производных 1,3-трополона.
Цель  – оценить противоопухолевый эффект 
2-(6,8-диметил-5-нитро-4-хлорхинолин-2-ил)-
5,6,7-трихлор-1,3-трополона в  отношении под-
кожных ксенографтов культуры рака легкого 
А-549 на иммунодефицитных мышах Balb/c 
Nude.
Материал и  методы. Исследование прово-
дили на 50  иммунодефицитных мышах ли-
нии Balb/c Nude, разделенных на 4  опытные 
группы в  зависимости от дозы исследуемого 
вещества  – 0,0055, 0,055, 0,55 и  2,75  мг/г и  на 
5-ю  – контрольную. В  качестве ксенотранс-
плантата использовали клеточную линию рака 
легкого А-549. Противоопухолевый эффект 
трополона оценивали с учетом показателя тор-
можения роста опухоли и  индекса роста опу-
холи. Длительность эксперимента составляла 
36 дней начиная с первого введения веществ.
Результаты. Показатель среднего объема 
опухоли на 36-е  сутки эксперимента в  груп-
пе контроля и  опытных группах  1, 2, 3 и  4 со-
ставил 2729,5; 2150,8; 1746,4; 952,3 и  678,9  мм3 
соответственно. Значения индекса роста опу-
холи в  группах  1, 2, 3 и  4 были статистически 
значимо ниже в сравнении с 5-й группой (кон-
троль) начиная с  24, 21, 21 и  15  суток соответ-
ственно и до конца эксперимента. Наибольшие 

различия между группами 4 и 5 наблюдались на 
33- и  36-е  сутки исследования  – в  3,7  (р = 0,01) 
и 4,1 (p = 0,003) раза соответственно.
Обсуждение. Выявленный в  данном исследо-
вании противоопухолевый эффект 2-(6,8-ди-
метил-5-нитро-4-хлорхинолин-2-ил)-5,6,7-
трихлор-1,3-трополона может быть связан 
с  различными механизмами. Например, его 
близкородственное соединение хиноктиол, по 
результатам многочисленных исследований, 
проявляет цитотоксическое действие, связан-
ное с остановкой клеточного цикла, индукцией 
апоптоза, повреждением ДНК, аутофагической 
гибелью опухолевых клеток.
Заключение. Получены статистически зна-
чимые различия показателей объемов ксено-
графтов во всех опытных группах по сравнению 
с  группой контроля. Наиболее эффективной 
дозой исследуемого соединения, приводящей 
к  медленному снижению темпов роста опухо-
лей и уменьшению объемов подкожных ксено-
графтов, была 2,75 мг/г массы мыши.

Ключевые слова: трополоны, противоопухо-
левый эффект, мыши линии Balb/c Nude, ксено-
графт, торможение роста опухоли
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Рак легкого занимает лидирующие пози-
ции (11,6%) в  структуре онкологической 
заболеваемости в мире [1]. Будучи неотъ-
емлемой частью комбинированного лече-

ния опухолей легких, химиотерапия позволяет 
снизить риск последующего прогрессирования 
заболевания [2, 3]. Проявляя относительно высо-
кую эффективность в отношении местнораспро-
страненных форм рака легких, химиотерапия не 
способствует значительному увеличению пока-
зателей выживаемости пациентов. Так, в России 
за период с  2015 по 2019  г. летальность больных 
в течение года с момента установления диагноза 
составила от 48,4 до 50,6% [4, 5].

Наряду с  относительно низкой эффективно-
стью цитотоксических препаратов, обусловлен-
ной их невысокой избирательностью, убедительно 
показаны такие множественные побочные эффек-
ты, как миелосупрессия, снижение фертильно-
сти, развитие вторичных злокачественных опу-
холей, мукозиты, алопеция, тошнота и  рвота [6]. 
Довольно часто встречаются воспаление и некро-
тические процессы, развивающиеся вследствие 
проникновения противоопухолевых препаратов 
в ткани перитуморальной зоны [7]. Нередко воз-
никает ситуация, когда цитотоксический препа-
рат чрезвычайно эффективен при лечении кон-
кретного рака, однако оптимально необходимая 
доза может быть недостижимой без чрезмерных 
побочных эффектов для пациента [8]. Причиной 
тому помимо неселективности действия химио-
препаратов служит их неселективная доставка, то 
есть воздействие в большей степени на жизненно 
важные органы и ткани, чем на опухолевые [9].

В качестве терапевтических агентов при раке 
легкого используются распространенные ком-
бинации известных препаратов – таксана, вино-
релбина, доцетаксела, пеметрекседа и др., а также 
предложены некоторые дитерпены, алкалоиды, 
гинсенозиды, куркумин, триптолид, астаксантин 
и др. [10, 11].

В связи с  вышеизложенным представляется 
актуальным поиск новых веществ, проявляющих 
противоопухолевый эффект в отношении злока-
чественных новообразований легких. К перспек-
тивным ингибиторам опухолевого роста относят 
алкалоиды трополонового ряда. Это семичлен-
ные небензоидные ароматические соединения 
с разнообразными видами биологической актив-
ности [10, 12, 13]. Цитотоксическое действие тро-
полонов в отношении опухолевых клеток млеко-
питающих обнаружено J.S. Seo и соавт. [14].

Молекулярный механизм действия трополо-
нов, который предполагает способность данных 

соединений функционировать как липофильные 
хелаторы двухвалентных катионов, образующие 
стабильные химические комплексы с  ионами 
меди, магния и кальция, был описан еще в 1965 г.: 
I.F.  Skidmore и  M.W.  Whitehouse показали спо-
собность 2-гидрокси-4-изопропил-2,4,6-цикло-
хепа-триена-1 ингибировать процессы окисли-
тельного фосфорилирования [15]. Однако вопрос 
о  спектре и  механизмах противоопухолевой ак-
тивности трополонов не утратил своей актуаль-
ности вплоть до настоящего времени [13, 16].

Цель настоящего исследования  – оценить 
противоопухолевый эффект 2-(6,8-диметил-5-
нитро-4-хлорхинолин-2-ил)-5,6,7-трихлор-1,3-
трополона (далее – трополон) в отношении под-
кожных ксенографтов культуры рака легкого 
А-549 на иммунодефицитных мышах Balb/c Nude.

Материал и методы
Исследуемое соединение
2-(6,8-диметил-5-нитро-4-хлорхинолин-2-ил)-
5,6,7-трихлор-1,3-трополон, синтезирован-
ный в  НИИ физической и  органической химии 
Южного федерального университета, относится 
к новым соединениям в ряду 2-хинолин-2-ил-про-
изводных 1,3-трополона и  имеет следующую 
структурную формулу:

Синтез соединения заключается в  реакции 
расширения о-хинонового цикла, протекающей 
между 5-нитро-2,6,8-триметил-4-хлорхиноли-
ном 2 и 3,4,5,6-тетрахлор-1,2-бензохиноном 3 при 
кипячении в диоксане [17].

Лабораторные животные
Исследование проводили на 50  (25  самок 
и  25  самцов) интактных иммунодефицитных 
мышах линии Balb/c Nude с массой тела 18–24 г, 
возрастом 5–6  недель. Модельные животные 
были получены в  SPF-виварии ИЦиГ СО РАН 
(г. Новосибирск), после чего содержались в SPF-
виварии Испытательного лабораторного цен-
тра в  системе искусственно вентилируемых 
клеток с  соблюдением светового режима день/
ночь (12/12  часов) при температуре 22–26  ˚С 
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и  относительной влажности воздуха 50–60%. 
Экспериментальные работы с  участием лабора-
торных животных проводились в  соответствии 
с этическими правилами (план исследования был 
одобрен биоэтической комиссией ФГБУ «НМИЦ 
онкологии» Минздрава России – протокол № 1/61 
от 19.02.2019).

Опухолевый материал и создание подкожной  
CDX-модели
В качестве трансплантируемого опухолевого био-
материала использовали клеточную линию рака 
легкого А-549, полученную в  коллекции клеточ-
ных культур Института цитологии РАН и  хра-
нящуюся в  биобанке ФГБУ «НМИЦ онкологии» 
Минздрава России в  жидком азоте. Образец 
клеточной культуры размораживали, после чего 
культивировали в  объеме 5  пассажей в  среде 
RPMI-1640 («БиолоТ», Россия) и 10% эмбриональ-
ной бычьей сыворотке (Gibco, США) при 37  °С 
и 5% СО2. Снятие культуры клеток осуществляли 
с помощью раствора трипсина/версена.

Опухолевые клетки вводили подкожно в  об-
ласть правого бедра, формируя кожную складку, 
в количестве 5 × 106 клеток в 0,2 мл раствора бес-
сывороточной питательной среды 199 и Матрикс-
геля в соотношении 1:1.

Распределение животных-носителей по группам
По достижении опухолевыми узлами объемов 
100 мм3 животные были распределены на 5 групп 
таким образом, чтобы средний объем подкож-
ных ксенографтов не различался между группа-
ми. Схема распределения животных по группам 
и  соответствующие дозы трополона обобщены 
в табл. 1.

Выбор наименьшей дозы трополона был осно-
ван на данных литературы о дозировках извест-
ного трополона  – хиноктиола [18]. Наибольшая 
доза была максимально возможной, при которой 

вещество могло быть ресуспендировано в  ве-
ществе-носителе. Исследуемый трополон ресу-
спендировали в 1% крахмальном геле и вводили 
перорально при помощи зонда для мышей № 16 
(1,6 × 80 мм) в 4 дозах с кратностью 1 раз в 3 дня. 
Введение веществ осуществляли независимо от 
приема корма и воды, доступ к которым был нео-
граничен во время всего эксперимента.

Анализ роста подкожных ксенографтов и оценка 
противоопухолевого эффекта 2-(6,8-диметил-
5-нитро-4-хлорхинолин-2-ил)-5,6,7-трихлор-1,3-
трополона
Динамику роста подкожного ксенографта оцени-
вали при проведении замеров опухолевых узлов 
с частотой 1 раз в 3 дня, начиная с 3-го дня после 
первого введения веществ. Объем опухолевых уз-
лов рассчитывали по формуле Шрека для эллип-
соида: V  = a  × b × c × π/6, где V  – объем опухоли 
(мм3), a, b, c – максимальные диаметры эллипсои-
да в трех плоскостях (мм).

Оценку противоопухолевого эффекта тропо-
лона проводили с учетом показателя торможения 
роста опухоли (ТРО%) и  индекса роста опухо-
ли (I) [19]:

ТРО (%) = (Vk - Vo) / Vk × 100,

где Vk и Vo – средний объем опухоли (мм3) в кон-
трольной и опытных группах соответственно;

Ii = Vi / Vo,

где I – индекс роста опухоли, i – сутки экспери-
мента, Vo – объем опухоли в день начала лечения.

Процедура эвтаназии и выделение опухолевого 
материала
Длительность эксперимента составляла 
36  дней начиная с  первого введения веществ. 

Таблица 1. Распределение мышей по группам в эксперименте

Наименование группы Количество и пол животных Вещество-носитель Доза исследуемого  
соединения, мг/г

Опытная 1 5 ♂ и 5♀ 1% крахмальный гель 0,0055

Опытная 2 5 ♂ и 5♀ 1% крахмальный гель 0,055

Опытная 3 5 ♂ и 5♀ 1% крахмальный гель 0,55

Опытная 4 5 ♂ и 5♀ 1% крахмальный гель 2,75

5 (контрольная) 5 ♂ и 5♀ 1% крахмальный гель –
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Продолжительность исследования была огра-
ничена тем, что активный рост ксенографтов 
в контрольной группе отрицательно влиял на со-
стояние здоровья животных по достижении опу-
холевыми узлами объемов 2728,5 мм3.

Процедуру эвтаназии осуществляли путем 
проведения дислокации шейных позвонков, по-
сле чего выделяли опухолевый материал и  по-
мещали в  криопробирки для хранения в  жид-
ком азоте в биобанке ФГБУ «НМИЦ онкологии» 
Минздрава России с целью дальнейших исследо-
ваний.

Статистический анализ
При статистическом анализе были рассчитаны 
средние арифметические значения (M). Анализ 
статистической значимости различий между по-
казателями массы тела, размерами опухолевых 
узлов и  степенью торможения роста ксенограф-
тов в изучаемых группах выполняли с помощью 
критерия Манна  – Уитни. Для статистического 
анализа данных использовали программное обе-
спечение Microsoft Excel 2019, Medstatistic (https://
medstatistic.ru/index.php).

Результаты
Показатель среднего объема опухоли на 36-е сутки 
эксперимента в группе контроля и опытных груп-
пах 1, 2, 3 и 4 составил 2729,5 ± 182,8; 2150,8 ± 132; 
1746,4 ± 157,7; 952,3 ± 62,5 и  678,9 ± 63,6  мм3 соот-
ветственно.

Индекс роста подкожных ксенографтов во 
всех исследуемых группах приведен на рис. 1. 

Значения индекса роста опухоли в группе 1 были 
статистически значимо ниже в сравнении с груп-
пой 5 (контроль) начиная с 24-х суток и до конца 
эксперимента (табл. 2). Максимальные различия 
между группами  1 и  5 наблюдались на 33-е  сут-
ки после начала введения препаратов (индекс 
роста опухоли группы 1 был меньше, чем индекс 
роста опухоли группы  5 в  1,75  раза (p = 0,042)). 
В группах 2 и 3 значения индекса роста опухоли 
статистически значимо отличались от контроля 
в течение эксперимента начиная с 21-х суток по-
сле первого введения трополона. Индекс роста 
опухоли в  группах  2 и  3  максимально отличал-
ся от контроля на 33-и (меньше в 1,77 и 2,97 раза 
соответственно) и  36-е (меньше в  1,8 и  3,2  раза 
соответственно) сутки эксперимента. Значения 
индекса роста опухоли группы 4 были статисти-
чески значимо ниже по сравнению с  группой  5 
в  течение эксперимента начиная с  15-х  суток. 
Наибольшие различия между группами  4 и  5 
наблюдались на 33-и и  36-е  сутки исследования 
(индекс роста опухоли группы 4 был меньше, чем 
индекс роста опухоли группы 5 в 3,7 (р = 0,01) и 4,1 
(p = 0,003) раза соответственно.

Описательная статистика для значений ин-
декса роста опухоли приведена в табл. 2. Как вид-
но из ее данных, статистически значимые разли-
чия индекса роста опухоли в  опытных группах 
развивались в разные сроки.

Рис. 2 отражает динамику показателя ТРО 
в  зависимости от дозы исследуемого соедине-
ния и  времени его воздействия. Максимальное 
торможение роста опухоли (75,1%) наблюдалось 

Рис. 1. Показатели индекса роста опухоли; * статистически значимые различия между опытной группой и группой контроля (р ≤ 0,05)
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Таблица 2. Статистическая значимость отличий показателя индекса роста опухоли в опытных группах по сравнению с группой контроля

Группа Показатель Сутки после имплантации

3 6 9 12 15 18 21 24 27 30 33 36

1 Значение p 0,25 0,32 0,12 0,09 0,1 0,078 0,06 0,023 0,031 0,025 0,042 0,03

Среднее 1,00 1,53 3,39 6,08 10,01 11,45 13,55 15,25 15,95 17,08 19,38 22,50

Медиана 1,00 1,54 3,48 6,04 9,95 11,66 14,23 15,68 15,97 17,08 19,32 22,75

25-й квартиль 1,00 1,40 3,18 5,91 9,72 10,23 12,01 13,30 14,86 13,41 16,44 20,59

75-й квартиль 1,00 1,58 3,62 6,40 10,57 12,07 15,37 16,23 16,77 19,86 22,07 25,11

Стандартное отклонение 0,00 0,13 0,26 0,60 0,85 1,31 1,96 2,07 2,18 3,39 2,73 2,86

2 Значение p 0,45 0,5 0,08 0,17 0,071 0,2 0,03 0,05 0,038 0,027 0,034 0,04

Среднее 1,00 1,66 3,67 5,95 10,51 11,29 12,86 15,27 16,33 18,12 19,07 20,67

Медиана 1,00 1,64 3,70 5,85 10,51 11,22 13,31 14,97 16,72 17,90 19,03 20,86

25-й квартиль 1,00 1,62 3,49 5,74 9,79 10,81 11,43 14,35 14,08 15,97 18,11 18,40

75-й квартиль 1,00 1,71 3,76 6,24 11,19 11,80 14,02 16,36 18,20 20,26 20,33 22,76

Стандартное отклонение 0,00 0,11 0,29 0,34 0,73 0,73 1,85 2,06 2,41 2,58 1,97 2,22

3 Значение p 0,4 0,14 0,6 0,095 0,078 0,08 0,042 0,04 0,024 0,01 0,01 0,015

Среднее 1,00 1,65 3,63 5,93 7,94 11,94 10,68 11,34 10,89 11,14 11,38 11,58

Медиана 1,00 1,56 3,60 5,79 8,17 11,71 10,83 11,37 11,27 10,95 11,61 12,15

25-й квартиль 1,00 1,51 3,35 5,50 7,80 10,71 9,94 10,41 9,72 10,34 10,22 9,85

75-й квартиль 1,00 1,81 3,80 6,45 8,35 13,32 11,17 11,79 11,95 12,12 12,19 12,64

Стандартное отклонение 0,00 0,24 0,34 0,54 0,79 1,50 0,89 1,23 1,12 1,06 1,05 1,50

4 Значение p 0,9 0,256 0,12 0,07 0,04 0,022 0,003 0,003 0,007 0,007 0,01 0,003

Среднее 1,00 1,14 3,13 4,07 7,28 8,79 10,25 11,52 9,68 9,41 9,20 9,05

Медиана 1,00 1,16 3,16 4,19 7,35 8,60 10,09 11,20 10,12 9,66 9,64 9,24

25-й квартиль 1,00 1,04 2,67 3,83 6,63 8,10 9,24 10,23 8,41 8,42 8,07 7,39

75-й квартиль 1,00 1,20 3,71 4,45 7,77 9,52 11,30 13,19 10,56 10,63 10,18 10,16

Стандартное отклонение 0,00 0,11 0,75 0,72 0,82 1,06 1,29 1,67 1,57 1,50 1,74 1,78

5 (контроль) Значение p – – – – – – – – – – – –

Среднее 1,00 2,04 4,38 7,83 12,25 14,94 17,75 21,11 24,13 28,25 33,87 37,18

Медиана 1,00 2,05 4,40 8,00 12,30 15,04 17,96 21,25 24,13 28,56 33,77 36,82

25-й квартиль 1,00 1,97 4,25 7,43 12,14 14,18 14,64 20,63 22,93 26,21 30,57 36,45

75-й квартиль 1,00 2,14 4,48 8,21 12,92 15,92 19,42 22,22 25,48 29,21 38,35 38,59

Стандартное отклонение 0,00 0,12 0,33 0,51 0,80 1,55 3,46 2,66 1,94 2,42 4,12 1,90
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в  последний день эксперимента в  группе 4, ко-
торой вводили наибольшую дозу исследуемого 
соединения – 2,75 мг/г. В этой группе отмечалась 
тенденция к постепенному снижению интенсив-
ности роста новообразований, достигавших мак-
симального значения (864,1 мм3) на 24-й день экс-
перимента, после чего объемы опухолевых узлов 
уменьшались.

Наблюдаемая динамика, проявляющаяся 
в  постепенном снижении темпов роста, может 
быть связана с накопительным эффектом тропо-
лона. Стоит отметить, что степень торможения 
опухолевого роста находилась в прямой пропор-
циональной зависимости от дозы вводимой суб-
станции. Таким образом, в проведенном исследо-
вании нами был получен дозозависимый эффект 
исследуемого вещества.

Обсуждение
В результате исследования был выявлен дозо-
зависимый эффект 2-(6,8-диметил-5-нитро-4-
хлорхинолин-2-ил)-5,6,7-трихлор-1,3-тропо-
лона. Так, на 36-е  сутки эксперимента средний 
объем опухоли в  группе  4 с  воздействием изу-
чаемого соединения в  максимальной дозе был 
равен 678,9  мм3, что составляет  24,8% от сред-
него объема ксенографта в контрольной группе. 
Результаты, полученные в нашем исследовании, 
сопоставимы с данными литературы. Например, 
G. Zhang и  соавт. установили: при воздействии 
вещества из группы трополонов β-туяплицина 
в дозе 5 мг/кг массы тела на ксенотрансплантаты 

культуры опухолевых клеток HepG2 объем опу-
холи в опытной группе составлял 16% от объема 
ксенографта в  контроле [20]. Полученные нами 
результаты являются однонаправленными с ука-
занными, а различия показателей можно объяс-
нить химическим строением веществ, другими 
дозами, а также CDX-моделями, используемыми 
в экспериментах.

В нашем исследовании на фоне воздействия 
трополона в  наибольшей дозе происходило 
торможение роста опухоли до 75,1%. Сравнение 
выявленных нами противоопухолевых эффек-
тов трополона с экспериментальными данными 
о  противоопухолевой активности применяе-
мых в клинической практике химиопрепаратов 
также показало их сопоставимость. Так, при 
оценке действия препарата доксорубицина 
в  дозе  LD10 на сингенной модели карциномы 
легкого Льюис у  мышей линии C57Bl/6 ТРО 
составлял 44,1% [21]. Таким образом, 2-(6,8-ди-
метил-5-нитро-4-х лорхинолин-2-ил)-5,6,7-
трихлор-91,3-трополон обладает выраженным 
противоопухолевым эффектом, который мо-
жет быть обусловлен различными механизма-
ми. В  частности, в  проведенных исследовани-
ях механизмов противоопухолевого действия 
хиноктиола, являющегося близкородственным 
соединением с исследуемым трополоном, было 
показано, что он влияет на остановку клеточ-
ного цикла в  опухолевых клетках [22], индук-
цию апоптоза [23], ДНК-повреждения [24], ау-
тофагию [18].

Рис. 2. Показатель торможения роста опухоли (ТРО) в исследуемых группах на 9, 18, 27 и 36-е сутки эксперимента
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Заключение
В нашем исследовании получены статистически 
значимые различия показателей объемов ксено-
графтов во всех опытных группах по сравнению 
с группой контроля. Наиболее эффективной до-
зой 2-(6,8-диметил-5-нитро-4-хлорхинолин-2-
ил)-5,6,7-трихлор-1,3-трополона, приводящей 

к  снижению темпов роста опухолей и  уменьше-
нию объемов подкожных ксенографтов, была 
2,75 мг/г массы мыши. В отношении всех доз из-
учаемого алкалоида показана тенденция к  сни-
жению интенсивности опухолевого роста на 
21-й день эксперимента, что может быть связано 
с накопительным эффектом трополона. 
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Rationale: Chemotherapy is one of the lung 
cancer treatment methods. The search for 
new substances with antitumor effect against 
malignant lung neoplasms is relevant because 
of low efficacy and side effects of cytotoxic 
agents. A promising substance class with various 
biological activities, including antitumor, 
includes alkaloids of the tropolone family, such as 
heptamerous non-benzoid aromatic compounds. 
2-(6,8-dimethyl-5-nitro-4-chloroquinoline-2-yl)-
5,6,7-trichloro-1,3-tropolone has been synthesized 
in Institute of Physical and Organic Chemistry; it is 
a  new compound belonging to 2-quinoline-2-yl 
derivatives of 1,3-tropolone.
Aim: To assess the antitumor effect of 
2-(6,8-dimethyl-5-nitro-4-chloroquinoline-2-yl)-
5,6,7-trichloro-1,3-tropolone on subcutaneous 
xenografts of A-549 lung tumor cells in 
immunodeficient Balb/c Nude mice.
Materials and methods: The study included 
50  immunodeficient Balb/c Nude mice divided 
into 4  experimental groups depending on the 
dosage of the study substance (0.0055, 0.055, 
0.55, and 2.75  mg/g); group 5  was the control 
group. A-549  cells of lung cancer were used as 

a xenograft. The antitumor effect of tropolone was 
evaluated by the inhibition of tumor growth and 
the index of tumor growth. The experiment lasted 
for 36 days starting from the first administration of 
the substances.
Results: The mean tumor volumes on day 36  of 
the experiment in the control group and four 
experimental groups were 2729.5; 2150.8; 1746.4; 
952.3  and 678.9  mm3, respectively. The indices 
of tumor growth in groups  1, 2, 3 and 4 were 
significantly lower than in group 5 (control) starting 
from days 24, 21, 21 and 15, respectively, and till 
the end of the experiment. Maximal differences 
between groups 4 and 5 were observed at days 33 
and 36 (by  3.7, p = 0.01 and 4.1, p = 0.003  times, 
respectively).
Discussion: The anti-tumor effect of 
2-(6,8-dimethyl-5-nitro-4-chloroquinoline-2-yl)-
5,6,7-trichloro-1,3-tropolone demonstrated in the 
study could be related to various mechanisms. 
For example, numerous studies have shown that 
its related compound hinokitiol exerts a cytotoxic 
effect associated with cessation of the cell 
cycle, apoptosis induction, DNA damage, and 
autophagic death of tumor cells.

Conclusion: The study demonstrated significant 
differences in xenograft volumes in all 
experimental groups, compared to the control 
group. In mice, 2.75  mg/g bodyweight was the 
most effective dosage of the studied compound 
leading to a slow decrease in tumor growth rates 
and a  decrease in the volumes of subcutaneous 
xenografts.

Key words: tropolones, anti-tumor effect, Balb/c 
Nude mice, xenograft, inhibition of tumor growth
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Критерии диагностики лимфопролиферативных 
заболеваний по периферической крови 
пациентов при помощи клеточного биочипа
Федянина О.С.1, 2 • Чуксина Ю.Ю.3 • Хмелевская А.Н.3 • Хвастунова А.Н.2 • Матвеев Ю.Н.3 • 
Катаева Е.В.3 • Филатов А.В.4 • Кузнецова С.А.1, 2

Актуальность. В  настоящее время диагно-
стика лимфопролиферативных заболеваний 
базируется на сочетании морфологического 
исследования мазков крови или костного мозга 
с  иммунофенотипированием методом проточ-
ной цитометрии. Проведение иммунофеноти-
пического исследования методом проточной 
цитометрии возможно только в  крупных ме-
дицинских центрах, что не всегда удобно для 
пациента. В  этой связи создание доступного 
метода предварительной диагностики лимфо-
пролиферативных заболеваний, который не 
требует специального оборудования, пред-
ставляется актуальной задачей.
Материал и  методы. Мононуклеары перифе-
рической крови 17  пациентов, поступивших 
в  стационар с  подозрением на лимфопроли-
феративное заболевание, и 17 здоровых доно-
ров исследовались на клеточном биочипе для 
определения доли клеток, положительных по 
различным поверхностным CD-антигенам. Для 
верификации диагноза использовали проточ-
ную цитометрию.
Результаты. Пациенты с  В-клеточными лим-
фопролиферативными заболеваниями (В-ЛПЗ) 

статистически значимо отличались от здоро-
вых доноров более низкой долей CD7+ (меди-
аны  7 и  73% при сравнении В-ЛПЗ и  контроля, 
p = 2 × 10-6; медианы 93 и 7% при сравнении па-
циентов с  T-клеточными лимфопролифератив-
ными заболеваниями (Т-ЛПЗ) и В-ЛПЗ, p = 0,032) 
и более высокой долей СD19+ мононуклеарных 
клеток периферической крови по сравнению 
с  пациентами с  Т-ЛПЗ и  здоровыми донорами 
(медианы  84 и  13% при сравнении пациентов 
с  В-ЛПЗ и  контроля, p = 2 × 10-5; 84 и  3% при 
сравнении пациентов с B-ЛПЗ и T-ЛПЗ, p = 0,033). 
Пациенты с  В-клеточным хроническим лимфо-
лейкозом (В-ХЛЛ) статистически значимо отли-
чались от пациентов с другими В-ЛПЗ более вы-
сокой долей СD5+ клеток на клеточном биочипе 
(медианы  72 и  9% при сравнении пациентов 
с В-ХЛЛ и В-ЛПЗ, p = 0,024). Пациенты с Т-ЛПЗ ста-
тистически значимо отличались от здоровых 
доноров более низкой долей СD19+ клеток (ме-
дианы 3 и 13% при сравнении пациентов с Т-ЛПЗ 
и контроля, р = 0,042).
Заключение. Показана возможность диа-
гностики лимфопролиферативных заболева-
ний с  использованием разработанного ранее 

клеточного биочипа. С  его помощью можно 
рассортировать лейкоциты в  пространстве 
по их поверхностным дифференцировочным 
антигенам для дальнейшего морфологиче-
ского анализа. Клеточный биочип позволяет 
проводить дифференциальную диагностику 
между В- и  Т-ЛПЗ и  определять клональность 
В-лимфоцитов на основе экспрессии легких це-
пей иммуноглобулинов.

Ключевые слова: лимфопролиферативные 
заболевания, лейкоз, лимфома, В-клеточный 
хронический лимфолейкоз, клеточный биочип
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О р и г и н а л ь н а я  с т а т ь я

Лимфопролиферативные заболевания 
(ЛПЗ)  – самый распространенный вид 
гемобластозов [1, 2]. Диагностика ЛПЗ 
возможна только в  крупных медицин-

ских центрах с  использованием дорогостоящего 
оборудования. В этой связи создание доступных 
диагностических методов, позволяющих выя-
вить или исключить ЛПЗ, остается актуальной 
задачей. Одним из таких методов может стать 
клеточный биочип, разработанный ранее на базе 
НМИЦ ДГОИ им. Дм. Рогачева [3, 4]. Анализ кро-
ви при помощи клеточного биочипа может быть 
использован в медицинских учреждениях любо-
го уровня как метод предварительной диагности-
ки, позволяющий предположить наличие ЛПЗ, 
или как альтернатива проточной цитометрии 

в том случае, когда проведение цитометрическо-
го анализа по каким-либо причинам невозможно.

Клеточный биочип представляет собой 
прозрачную пластиковую подложку размером 
22 × 22  мм, на которую в  определенном порядке 
нанесены антитела к  поверхностным кластерам 
дифференцировки (CD-антигенам) лейкоцитов. 
На биочип наносят суспензию мононуклеарных 
клеток, выделенную из периферической крови 
или костного мозга человека, и  инкубируют без 
перемешивания. В  процессе инкубации клетки 
равномерно оседают на поверхность биочипа. 
Если клетка попадает в  область, где иммобили-
зовано антитело к одному из CD-антигенов, при-
сутствующих на ее поверхности, она связывается 
с  иммобилизованными на биочипе антителами. 
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Все не связавшиеся с  антителами клетки удаля-
ются в процессе отмывки. Таким образом, после 
отмывки, сушки и  окраски по Романовскому  – 
Гимзе на биочипе останутся области со связав-
шимися клетками, при этом в каждой из областей 
локализованы клетки, положительные по опреде-
ленному кластеру дифференцировки. Ранее было 
показано, что морфология связавшихся на био-
чипе клеток идентична морфологии аналогичных 
клеток в мазках как для нормальных лейкоцитов, 
так и для опухолевых клеток при широком спек-
тре гемобластозов [3, 4]. Кроме того, плотность 
связывания клеток с антителами к каждому CD-
антигену на биочипе, нормированная на плот-
ность связывания клеток с антителами к панлей-
коцитарному антигену CD45 или CD45RA, равна 
доле в  исследуемой суспензии клеток, положи-
тельных по соответствующему CD-антигену [3]. 
Следовательно, биочип позволяет определить 
долю в  исследуемой суспензии клеток, положи-
тельных по всем CD-антигенам, входящим в его 
панель, и исследовать отдельно морфологию кле-
ток, несущих на поверхности каждый из этих 
CD-антигенов.

Цель настоящего исследования – сформулиро-
вать критерии определения наличия В-клеточных 
(В-ЛПЗ) и Т-клеточных лимфопролиферативных 
заболеваний (Т-ЛПЗ) на основе данных, получен-
ных с помощью клеточного биочипа при обследо-
вании пациентов с  подозрением на ЛПЗ, посту-
пивших для первичной диагностики.

Материал и методы
Пациенты и  здоровые доноры. В  исследование 
была включена группа из 17 пациентов, поступив-
ших в cтационар с подозрением на ЛПЗ, в возрас-
те от 42 до 83 лет (соотношение мужчин и женщин 
составило 10:7), и  группа из 17  здоровых добро-
вольцев в возрасте от 20 до 43 лет (соотношение 
мужчин и  женщин  – 5:12). Критерием включе-
ния здоровых добровольцев было отсутствие 
в  момент взятия крови острой инфекции и/или 
обострения хронической. Критерием включе-
ния пациентов в данную работу было обнаруже-
ние у них ЛПЗ методом проточной цитометрии. 
Стандартными диагностическими методами 
у  15  пациентов выявлены В-ЛПЗ (11  пациентов 

с  В-клеточным хроническим лимфолейкозом 
(В-ХЛЛ), 3  – с  лейкемизацией лимфомы из кле-
ток маргинальной зоны селезенки (ЛКМЗС) и 1 – 
с лейкемизацией лимфомы из клеток мантийной 
зоны (ЛКМЗ)), у 2 пациентов – Т-ЛПЗ.

Медиана возраста больных составила 64 года 
(42–83). Стадию болезни при ХЛЛ оценивали 
согласно классификации Rai на основании фи-
зикального осмотра и дополнительного обследо-
вания (компьютерная томография органов груд-
ной клетки, брюшной полости и  забрюшинного 
пространства или ультразвуковое исследование 
брюшной полости и  забрюшинного простран-
ства с рентгенографией органов грудной клетки). 
II стадия ХЛЛ была установлена у  9  пациентов, 
IV стадия  – у  2, все больные были с  показания-
ми для проведения терапии, у 7 пациентов ХЛЛ 
был выявлен впервые; 2  пациентам было про-
ведено 2  курса RFC (ритуксимаб, флударабин, 
циклофосфамид); 3  пациента исследованы во 
время рецидива ХЛЛ. Лимфома из клеток марги-
нальной зоны выявлена у 3 пациентов, все имели 
IV стадию. У 1 больного диагностирована ЛКМЗ 
IV  стадии. У  1  пациентки установлена лимфома 
из периферических Т-лимфоцитов, неуточнен-
ная, IV стадии, еще у 1 – Т-клеточный лейкоз из 
больших гранулярных лимфоцитов.

Характеристика исследования. Пилотное, об-
сервационное, одномоментное, нерандомизиро-
ванное исследование.

Этическая экспертиза. Протокол исследова-
ния одобрен независимым этическим комите-
том при ЦТП ФХФ РАН, выписка из протокола 
от 25.01.2021  №1/1-21(НЭК). Работа выполнена 
в соответствии с этическими принципами прове-
дения биомедицинских исследований, отражен-
ными в Хельсинкской декларации Всемирной ме-
дицинской ассоциации. От всех людей, ставших 
объектами исследования, было получено добро-
вольное информированное согласие на участие 
в исследовании и публикацию его результатов.

Изготовление биочипов. Биочипы изготав-
ливали в соответствии с ранее опубликованным 
протоколом [3, 4] c небольшими модификациями. 
В панель биочипа входили антитела к CD2, СD3, 
CD5, СD7, CD10, CD16, CD19, CD20, CD22, CD23, 
CD45, CD56, иммуноглобулинам класса M (IgM) 
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(ООО «Сорбент», Москва, Россия) и СD4, CD8, 
СD11b, CD11c, CD13, CD14, CD15, CD25, CD33, 
CD38, CD41a, CD61, CD45RA, CD45RO, CD64, 
CD117, CD123, CD200, HLA-DR, легким цепям 
иммуноглобулинов (каппа/лямбда) и смеси мы-
шиных IgG (изотипический отрицательный кон-
троль) (eBioscience, Уолтем, Mассачусетс, США).

Выделение лейкоцитов и их анализ. Лейкоциты 
были выделены из венозной крови, взятой само-
теком в  S-Monovette 1,3  мл 106  mM цитрата на-
трия (pH 5,5) (соотношение крови и цитрата 9:1) 
или S-Monovette 9  мл 1,6  мг EDTA/мл крови пу-
тем центрифугирования в  градиенте плотности 
Histopaque-1077 с последующей отмывкой и инку-
бацией с биочипом при 4 ºС в течение 1 часа, про-
цедура описана в [3, 4] с небольшими модификаци-
ями (выделенные мононуклеары инкубировались 
с  биочипом в  100%  эмбриональной телячьей сы-
воротке (Sigma, Сент-Луис, Mиссури, США). Для 
анализа плотности связывания клеток на биочипе 
использовали микроскоп Nikon Eclipse Ni, объек-
тив 20× и камеру Nikon DS-Ri1. Плотность связы-
вания на разных анти-CDx была нормирована на 
плотность связывания в пятне анти-CD45RA.

Проточная цитометрия. Иммунофенотипи-
ческое исследование лимфоцитов перифериче-
ской крови и  костного мозга проводили с  диагно-
стической целью методом 4-/6-цветной лазерной 
проточной цитофлуориметрии (проточный цито-
флуориметр FACSCalibur Becton Dickinson, про-
точный цитометр Navios, Becman Coulter, США). 
Использовали моноклональные антитела (МАТ), 
конъюгированные с флюоресцентными красителя-
ми производства BD Biosciences (США). Определяли 
экспрессию CD45, CD19, CD20, CD22, CD79b, CD23, 
CD43, CD200, CD25, CD38, CD2, CD4, CD5, CD8, 
CD7, CD11c, CD103, CD305, CD16, CD56, CD57, 
CD10, CD45RA, CD45RO, CD123, тип Т-клеточного 
рецептора (TCR αβ/γδ), поверхностную экспрессию 
легких цепей иммуноглобулинов (Kappa/Lambda). 
Иммунофенотипическое исследование проводи-
лось с  применением стандартной методики про-
боподготовки. Критерием позитивности считали 
наличие экспрессии антигена на поверхности или 
в  цитоплазме более чем 20%  опухолевых клеток. 
Оценку интенсивности экспрессии антигенов про-
водили по параметру средней интенсивности флюо-
ресценции (англ. mean fluorescence intensity, MFI), 
выраженной в условных единицах (у.е.).

Статистическую обработку данных и  срав-
нение плотностей связывания клеток по кри-
терию Манна  – Уитни выполняли при помощи 
OriginPro 9 (OriginLab Corp., США). Значимо раз-
личающимися считались выборки с p < 0,05.

Результаты и обсуждение
Определение порогов доли В-лимфоцитов 
и Т-лимфоцитов среди всех мононуклеаров 
периферической крови для выделения В-клеточных 
и Т-клеточных лимфопролиферативных заболеваний
Основной задачей исследования была разработка 
критериев наличия В-ЛПЗ или Т-ЛПЗ на основе 
анализа мононуклеаров периферической крови па-
циента с помощью клеточного биочипа. Было вы-
сказано предположение, что у  пациентов с  В-ЛПЗ 
доля клеток, положительных по Т-клеточным 
маркерам пролиферации, будет значимо сниже-
на, а  клеток, положительных по В-клеточным 
маркерам пролиферации,  – значимо повышена 
по сравнению с  нормой за счет размера опухоле-
вой популяции [5], и эти признаки могут быть ис-
пользованы в  качестве первого критерия наличия 
В-клеточного пролиферативного заболевания. Для 
проверки этой гипотезы с  помощью клеточного 
биочипа были определены доли мононуклеаров пе-
риферической крови, положительных по CD7 для 
выделения фракции Т-лимфоцитов и  CD19 для 
выделения В-клеток, у  15  пациентов с  подтверж-
денными В-ЛПЗ, 2 пациентов с подтвержденными 
Т-ЛПЗ и проведено сравнение полученных резуль-
татов с  аналогичными данными для 17  здоровых 
доноров. Маркер CD7 был выбран для выделе-
ния Т-лимфоцитов потому, что по данным лите-
ратуры из всех поверхностных CD, характерных 
для Т-клеток, его низкая или отсутствующая экс-
прессия при Т-ЛПЗ и аберрантная экспрессия при 
В-ЛПЗ встречаются реже всего [6, 7].

Доля CD7+ клеток среди мононуклеаров пе-
риферической крови пациентов с  В-ЛПЗ значимо 
ниже, чем у пациентов с Т-ЛПЗ и здоровых доноров 
(рис. 1), что может быть использовано в качестве од-
ного из критериев присутствия В-ЛПЗ. И хотя дан-
ных для точного определения порогового значения 
для доли CD7+ клеток с  целью выделения группы 
пациентов с В-ЛПЗ методом ROC-анализа недоста-
точно, из рис. 1 видно, что этот порог будет лежать 
между 40 и 60%.

Доля мононуклеаров, положительных по CD2 
и CD3, также была снижена у пациентов с В-ЛПЗ по 
сравнению с  контролем и  пациентами, имеющими 
Т-ЛПЗ, что хорошо соотносится с результатами про-
точной цитометрии (данные не показаны). В литера-
туре описана экспрессия CD2 на опухолевых клетках 
при различных В-ЛПЗ [7, 8], однако среди исследо-
ванных пациентов таких случаев не обнаружено.

Доля CD19+ клеток среди мононуклеаров пери-
ферической крови у пациентов с В-ЛПЗ была стати-
стически значимо выше, чем у пациентов с Т-ЛПЗ 
и  здоровых доноров (рис. 2). Порог по плотности 
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заполнения клетками анти-CD19 на клеточном био-
чипе может быть выбран около 40%. Два наимень-
ших значения доли CD19+ клеток среди пациентов 
с В-ЛПЗ имеют пациенты с ЛКЗМС, но у них доля 
клеток, положительных по СD20 и  СD22, состав-
ляла 61–74 и  54–64% соответственно, что значи-
тельно превышает долю мононуклеаров, несущих 
эти поверхностные антигены, у  здоровых доноров 
(4–21 и  4–22% соответственно) [9]. Данный факт 
уверенно свидетельствует о  В-клеточной природе 
опухолевых клеток и хорошо согласуется с данны-
ми проточной цитометрии и данными литературы 
[10]. Вместе с тем у пациентов с Т-ЛПЗ доля CD19+ 
мононуклеаров была статистически значимо ниже, 
чем в контроле и у пациентов с В-ЛПЗ (см. рис. 2) 
с пороговым значением 5%.

На основании полученных результатов в  каче-
стве предварительного критерия наличия Т-ЛПЗ по 
данным анализа мононуклеаров периферической 
крови с помощью клеточного биочипа может быть 
предложено значение доли CD19+ ниже 5%, а в каче-
стве критерия наличия В-ЛПЗ – значение доли CD7+ 
ниже 40% и максимальное значение из долей CD19+, 
CD20+ и CD22+ клеток выше 40%.

Определение клональности опухолевых клеток на 
клеточном биочипе у пациентов с В-клеточными 
лимфопролиферативными заболеваниями
Основным признаком ЛПЗ считается клональ-
ность опухолевых клеток, определяемая в  слу-
чае Т-лимфоцитов генетическими методами [11], 

а в случае В-лимфоцитов – на основании выявления 
рестрикции одного из двух вариантов легких цепей 
иммуноглобулинов (каппа или лямбда) при детек-
ции их мембранной или внутрицитоплазматической 
экспрессии с  помощью анти-каппа и  анти-лямбда 
антител методом проточной цитометрии. Методом 
клеточного биочипа клональность опухолевых кле-
ток пациентов с В-ЛПЗ определяли на основании до-
лей каппа+ и лямбда+ клеток среди всех мононукле-
аров периферической крови. У  13 из 15  пациентов 
с В-ЛПЗ доля каппа+ или лямбда+ клеток превышала 
другую в 3 и более раз, и преобладающая легкая цепь 
определяла клональность опухолевых клеток. У 2 из 
15 пациентов (пациент с В-ХЛЛ и пациент с ЛКМЗС) 
доля каппа+ клеток превышала долю лямбда+ клеток 
незначительно, в 1,2 и 2 раза соответственно, в этом 
случае клональность определяли при помощи мор-
фологического исследования клеток, связавшихся 
с  антителами к  каппа и  лямбда легким цепям им-
муноглобулинов, по тому, с каким из антител связа-
лось больше клеток с патологической морфологией. 
Клональность опухолевых В-клеток, определенная 
с помощью клеточного биочипа описанным спосо-
бом, для всех пациентов совпала с  клональностью, 
определенной цитометрически.

Дифференциальная диагностика В-клеточных 
лимфопролиферативных заболеваний с помощью 
клеточного биочипа
Следующей задачей работы была выработка крите-
риев дифференциальной диагностики пациентов, 

Рис. 1. Плотность клеток на клеточном биочипе на анти-
СD7 у здоровых доноров, пациентов с В-клеточными (В-ЛПЗ) 
и Т-клеточными лимфопроли феративными заболеваниями 
(Т-ЛПЗ), нормированная на плотность клеток на анти-CD45RA. 
Под диаграммами указаны все значения p < 0,05, посчитанные 
по критерию Манна – Уитни. Боксы – 25–75-й процентили,  
( ) – минимальное и максимальное значения, линия – медиана, 
( ) – среднее значение

Рис. 2. Плотность клеток на клеточном биочипе на анти-
CD19 у здоровых доноров, пациентов с В-клеточными (В-ЛПЗ) 
и Т-клеточными лимфопролиферативными заболеваниями 
(Т-ЛПЗ), нормированная на плотность клеток на анти-CD45RA. 
Под диаграммами указаны все значения p < 0,05, посчитанные 
по критерию Манна – Уитни. Боксы – 25–75-й процентили,  
( ) – минимальное и максимальное значения, линия – медиана, 
( ) – среднее значение
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выделенных на основании предложенных выше 
критериев наличия В-ЛПЗ. Как было показано ра-
нее [3], в тех случаях когда опухолевые клетки мо-
гут быть выявлены морфологически, диагностика 
может быть проведена на основе морфологической 
картины опухолевых клеток и набора CD на их по-
верхности, определяемого как набор тех антител 
на биочипе, с  которыми наблюдается связывание 
клеток патологической морфологии. Исключение – 
ХЛЛ, клетки которого морфологически неотличи-
мы от зрелых лимфоцитов, и  поэтому его диагно-
стика с помощью биочипа должна проводиться на 
основе распределения доли мононуклеарных кле-
ток, положительных по различным поверхностным 
антигенам.

Хронический В-клеточный лимфолейкоз  – са-
мое распространенное онкогематологическое за-
болевание у  людей европеоидной расы [12]. Для 

В-ХЛЛ типично накопление зрелых клональных 
В-лимфоцитов, экспрессирующих поверхностные 
CD5, CD19 и  CD23 антигены [13]. В  наше иссле-
дование было включено 11  пациентов с  диагно-
зом В-ХЛЛ. Поскольку опухолевая популяция при 
В-ХЛЛ характеризуется коэкспрессией CD5 и CD19, 
мы проанализировали долю CD5+ мононуклеаров 
периферической крови у пациентов с В-ХЛЛ и дру-
гими В-ЛПЗ.

Как видно из рис. 3, доля CD5+ мононуклеа-
ров периферической крови, определенная с  помо-
щью клеточного биочипа, статистически значимо 
выше у пациентов с В-ХЛЛ, чем с другими В-ЛПЗ. 
Коэкспрессия CD5 и  CD19 характерна также для 
пациентов с ЛКМЗ. В нашей выборке был 1 пациент 
с данным диагнозом, однако при исследовании его 
крови на клеточном биочипе на анти-CD5 не было 
обнаружено ни связывания значимого количества 
мононуклеаров, ни клеток с характерной для ЛКМЗ 
морфологией. Предварительные данные, опублико-
ванные ранее [3], позволяют предположить, что для 
дифференциальной диагностики двух CD5+ В-ЛПЗ 
на клеточном биочипе могут быть использованы 
данные о  доле CD23+ и  CD200+ клеток и  наличии 
среди них клеток с морфологией опухолевых клеток 
при ЛКМЗ [14], однако для выработки соответству-
ющих критериев необходимо проведение дополни-
тельных исследований.

Для пациентов с  ЛКМЗ и  ЛКМЗС с  помощью 
клеточного биочипа было проведено определение 
иммунофенотипа и  клональности (каппа/лямбда) 
опухолевых клеток как набора поверхностных ан-
тигенов, с антителами которых связываются клетки 
соответствующих лимфом. Полученные результа-
ты в сравнении с данными проточной цитометрии 
представлены в  таблице. Данные, полученные на 
клеточном биочипе, совпадали с данными цитоме-
тра в 100% случаев для маркеров CD19, CD20, CD22, 
CD23 и  экспрессии легких цепей иммуноглобули-
нов; не совпали в 1 случае для маркеров СD5 и СD25; 
данные для СD11c и СD200 не совпали ни у одного 
из 3 пациентов. Несовпадение экспрессии маркеров 
может быть объяснено, во-первых, пониженной 
экспрессией этого маркера на поверхности опухоле-
вых клеток, что приводит к недостаточно прочно-
му связыванию данных клеток с соответствующим 
анти-СDх на клеточном биочипе и удалению клеток 
при отмывке. Второй причиной может быть исполь-
зование различных клонов антител на биочипе и на 
цитометре.

Заключение
Определены критерии для дифференциаль-
ной диагностики В-ЛПЗ и  Т-ЛПЗ при помощи 

Сравнение экспрессии специфических антигенов и клональности опухолевых клеток 
у пациентов с лимфомой из клеток мантийной зоны и лимфомой из клеток маргинальной 
зоны селезенки, определенной на биочипе и цитометрически

Антиген CD5 CD11с CD19 CD20 CD22 CD23 CD25 CD200 κ/λ

Биочип 1(3) 0(3) 4(4) 4(4) 4(4) 4(4) 1(3) 0(3) 2(4)

Цитометр 2(3) 3(3) 4(4) 4(4) 4(4) 4(4) 2(3) 3(3) 2(4)

Соответствие, % 67 0 100 100 100 100 67 0 100

Данные приведены в формате A(Б), где А – число пациентов, у которых была обнаружена экспрес-
сия данного антигена на опухолевых клетках при помощи цитометра (в строчке «цитометр») или 
опухолевая клетка в соответствующем анти-CDx пятне биочипа (в строчке «биочип»), Б – общее 
количество пациентов, у которых определяли экспрессию данного антигена обоими методами

Рис. 3. Плотность клеток на клеточном биочипе на анти-СD5 у здоровых доноров, 
пациентов с хроническим B-клеточным лимфолейкозом (В-ХЛЛ), другими 
В-клеточными лимфопролиферативными заболеваниями (В-ЛПЗ) и Т-клеточными 
лимфопролиферативными заболеваниями (Т-ЛПЗ), нормированная на плотность клеток на 
анти-CD45RA. Под диаграммами указаны все значения p < 0,05, посчитанные по критерию 
Манна – Уитни. Боксы – 25–75-й процентили, ( ) – минимальное и максимальное значения, 
линия – медиана, ( ) – среднее значение
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клеточного биочипа. Показано, что пациенты 
с В-ЛПЗ статистически значимо отличаются низ-
кой долей CD7+ и  высокой долей СD19+ монону-
клеаров периферической крови по сравнению 
с  пациентами с  Т-ЛПЗ и  здоровыми донорами. 
Пациентов с В-ХЛЛ можно достоверно отличить 

на клеточном биочипе от пациентов с  другими 
В-ЛПЗ по большей доле СD5+ клеток. Пациенты 
с  Т-ЛПЗ статистически значимо отличаются на 
клеточном биочипе от здоровых доноров бо-
лее низкой долей СD19+ мононуклеарных клеток 
в периферической крови. 
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Background: At present, the diagnosis of lymph-
oproliferative disorders is based on the combina-
tion of blood or bone marrow smear morphology 
and immunophenotyping by flow cytometry. 
Immunophenotypic testing by flow cytometry 
technique is available only in big medical centers, 
which is not always convenient for a  patient. 
Therefore, development of an available method 
for preliminary diagnosis of lymphoproliferative 
diseases not requiring special equipment seems 
relevant.
Materials and methods: Peripheral blood mon-
onuclear cells from 17  patients admitted to the 
hospital with suspicion of a  lymphoproliferative 
disorder, and 17  healthy donors were studied on 
a cell biochip for determination of proportions of 
cells positive for various surface CD antigens. The 
diagnosis was verified by flow cytometry.
Results: Compared to healthy controls and pa-
tients with T-cell lymphoproliferative disorders 
(TCLPD), the patients with B-cell lymphoprolifer-
ative disorders (BCLPD) had significantly lower 
proportion of CD7+ cells (medians, 7% and 73% re-
spectively, p = 2 × 10-6 for comparison with healthy 
controls; median  7% and 93% for comparison 
with TCLPD, p = 0.032). In addition, the patients 
with BCLPD had higher proportion of peripheral 
СD19+ mononuclear cells, compared to that in the 
patients with TCLPD and healthy donors (medi-
ans 84% and 13% for comparison between BCLPD 
and healthy control, p = 2 × 10-5; 84% and 3% for 
comparison of BCLPD and TCLPD, p = 0.033). The 

patients with B-cell chronic lymphocytic leukemia  
had significantly higher CD5+ cells in the cell bio-
chip compared to the patients with other BCLPD 
(medians 72% and 9%, p = 0.024). The patients with 
TCLPD had significantly lower proportion of CD19+ 
cells than the healthy controls (medians, 3% and 
13%, respectively, р = 0.042).
Conclusion: The study has demonstrated the po-
tential to use the previously developed cell biochip 
for diagnosis of lymphoproliferative diseases. The 
biochip makes it possible to sort out white blood 
cells according to their surface differentiation an-
tigen for their further morphological analysis. The 
cell biochip allows for the differential diagnosis 
between BCLPD and TCLPD and determination the 
lymphocyte clones based on the expression of im-
munoglobulin light chains.

Key words: lymphoproliferative diseases, leu-
kemia, lymphoma, B-cell chronic lymphocytic leu-
kemia , cell biochip
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Сравнение методов модуляционной 
интерференционной микроскопии, ДНК-спектрометрии, 
ДНК-цитометрии и проточной цитофлюориметрии 
при оценке индуцированной фитогемагглютинином 
активности лимфоцитов крови человека

Сустретов А.С.1 • Богуш В.В.1 • Гусева О.С.1 • Ильясов П.В.1 • Лимарева Л.В.1

Актуальность. Исследование структурных 
особенностей и  функционального состояния 
клеток иммунной системы и  прежде всего 
лимфоцитов имеет большое значение как для 
фундаментальной, так и  для клинической ме-
дицины. Необходима разработка простых и на-
дежных методов анализа, позволяющих быстро 
и  эффективно оценивать активность клеток 
в реальном времени.
Цель  – оценить эффективность использова-
ния метода интерференционной микроско-
пии в  сравнении с  классическими методами 
(ДНК-спектрометрия, ДНК-цитометрия и  про-
точная цитофлюориметрия с  использованием 
интернализованной флюоресцентной метки 
CFSE (carboxyfluorescein succinimidyl ester)) при 
оценке индуцированной фитогемагглютини-
ном (ФГА) пролиферации лимфоцитов крови 
человека.
Материал и  методы. ФГА-индуцированную 
пролиферативную активность лимфоцитов 
крови 10  здоровых добровольцев оценивали 
с  использованием различных методических 
подходов. Бласт-трансформацию лимфоцитов 
вызывали их инкубацией в  течение 5  суток 
в присутствии 5 мкг/мл ФГА. Пролиферативную 
активность клеток оценивали 1) методом ДНК-
метрии  – в  специализированном планшете 
Tecan NanoQuant PlateTM путем измерения оп-
тической плотности, на планшет-ридере Infinite 
200 Pro; 2) методом цитофотометрии с последу-
ющим анализом распределения клеток по со-
держанию дезоксирибонуклеиновой кислоты 

(ДНК) после окраски красителем Фельгена с по-
мощью системы визуализации на базе свето-
вого микроскопа Olympus BX41, видеокамеры 
ProgRes CF; 3) методом проточной цитометрии 
с  использованием интернализованной флюо-
ресцентной метки CFSE, анализ проводили на 
проточном цитометре BD FACS Calibur; 4) изме-
рением параметров интерференционного про-
филя лимфоцитов при помощи модуляционно-
го интерференционного микроскопа МИМ-340 
(«Швабе», Россия). В  качестве критерия оцен-
ки функционального состояния лимфоцитов 
определяли функциональную активность ядра 
(англ. functional activity of the nucleus, FAN).
Результаты. Инкубация лимфоцитов с  ФГА 
приводила к  увеличению линейного размера 
клеток на 22,2 ± 2,8%  мкм, уменьшению фазо-
вой высоты на 46,3 ± 4,7%  нм ( p = 0,019) и  уве-
личению FAN на 75,9 ± 9,4% по сравнению с кон-
тролем (p = 0,046). По данным спектроскопии 
выделенной ДНК, стимуляция лимфоцитов ФГА 
сопровождалась увеличением количества ДНК 
на 55% по сравнению с исходным значением (до 
409,8 ± 22,3 против 264,3 ± 25,0 нг/мкл, p = 0,049). 
Реакция Фельгена выявила, что в контрольной 
выборке ядра, содержащие ДНК в  количестве, 
превышающем 2n, составляют 2%, а в выборке 
активированных ФГА лимфоцитов – 14,8% с раз-
ницей между группами 12,8%. Окраска лимфо-
цитов CFSE с последующей инкубацией проточ-
ной цитофлюориметрией культивированных 
клеток показала повышение процента проли-
ферирующих клеток с 1,68 ± 0,9% в контроле до 

55,56 ± 5,6%  (p = 0,00068) под влиянием мито-
гена.
Заключение. По сравнению с  классически-
ми методами оценки активности лимфоцитов 
метод модуляционной интерференционной 
микроскопии не требует пробоподготовки, 
показывает сопоставимую и  даже большую 
эффективность, при этом позволяет изучать 
функциональное состояние лимфоцитов в  ре-
альном времени в динамике культивирования. 
Это открывает широкие возможности для оцен-
ки клеток иммунной системы в исследователь-
ских и диагностических целях.

Ключевые слова: лимфоциты, пролиферация, 
модуляционная интерференционная микро-
скопия, проточная цитофлюориметрия, ДНК-
цитофотометрия, ДНК-спектрофотометрия
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Исследование структурных особен-
ностей и  функционального состоя-
ния клеток иммунной системы имеет 
большое значение как для фундамен-

тальной, так и для клинической медицины. В на-
стоящее время разработан и  клинически вали-
дирован ряд методов оценки иммунного статуса, 
основанных на анализе популяционного и субпо-
пуляционного состава лимфоцитов перифери-
ческой крови пациентов с  помощью проточной 
цитофлюориметрии, а также на определении со-
держания различных молекул иммунной систе-
мы в  биопробах методами иммуноферментного 
анализа. При этом методы оценки клеточных им-
мунных реакций in vitro применяют в рутинной 
диагностике гораздо реже прежде всего из-за тех-
нической сложности, длительной пробоподго-
товки, отсутствия стандартизации и, вследствие 
этого, довольно значительной вариабельности 
результатов.

В этой связи остается актуальным поиск бы-
стрых, простых, поддающихся стандартизации 
инструментов анализа для практического ис-
пользования в  клеточной иммунологии [1–3]. 
Перспективными в  этом плане представляются 
методы, базирующиеся на применении техно-
логий лазерной интерференционной микроско-
пии, поскольку с  их помощью можно за корот-
кий промежуток времени оценивать фазовые 
характеристики лимфоцитов [4–7]. Данный вид 
лазерной микроскопии, совмещая возможности 
оптической и  электронной микроскопии, по-
зволяет работать с  биологическими объектами 
в режиме реального времени. Применение моду-
ляционной интерференционной микроскопии 
дает ряд преимуществ для медико-биологиче-
ских исследований, обеспечивая возможность 
количественной и  качественной оценки функ-
циональной морфологии нативных клеток, не-
инвазивного исследования состояния биологи-
ческих микрообъектов, мониторинга динамики 
внутриклеточных процессов, при этом не требу-
ет фиксации, окрашивания и  других процедур 
пробоподготовки [8, 9].

Благодаря появлению отечественных лазер-
ных интерференционных микроскопов коли-
чество научных публикаций c описанием изме-
нения фазовых параметров клеток крови при 
различной патологии растет. Однако при анализе 
литературы нами не были найдены данные срав-
нения эффективности метода модуляционной 
интерференционной микроскопии и  классиче-
ских методов оценки пролиферативной активно-
сти лимфоцитов in vitro.

Цель работы  – оценить эффективность ис-
пользования метода интерференционной микро-
скопии в  сравнении с  классическими методами 
(ДНК-спектрометрия, ДНК-цитометрия и  про-
точная цитофлюориметрия с  использованием 
интернализованной флюоресцентной метки 
CFSE) при оценке индуцированной фитогемаг-
глютинином (ФГА) пролиферации лимфоцитов 
крови человека.

Материал и методы
Была проведена оценка ФГА-индуцированной 
пролиферативной активности лимфоцитов с ис-
пользованием различных методических подхо-
дов.

Постановка реакции бласт-трансформации 
лимфоцитов. Лимфоциты (мононуклеарные лей-
коциты крови) выделяли из гепаринизированной 
венозной крови 10  взрослых здоровых добро-
вольцев методом градиентного центрифугиро-
вания, используя раствор фиколла с плотностью 
1,077  г/см3 («ПанЭко», Россия). Подсчет клеток 
и оценку жизнеспособности проводили в камере 
Горяева с окраской 0,1% трипановым синим, пока-
затель жизнеспособности > 90% считали удовлет-
ворительным. Затем лимфоциты инкубировали 
с ФГА производства “Sigma-Aldrich” (США) в кон-
центрации 5  мкг/мл в  течение 5  суток в  полной 
питательной среде RPMI-1640 с  L-глутамином, 
стрептомицином, hepes 20  мг/мл, 10%  эмбри-
ональной телячьей сывороткой («ПанЭко», 
Россия) при 37  °С и  5%  СО2. Посевная доза  – 
800 тыс/400 мкл. В качестве контроля использо-
вали лимфоциты, инкубированные в полной пи-
тательной среде RPMI-1640 без добавления ФГА.

Измерение параметров интерференционного 
профиля лимфоцитов при помощи модуляцион-
ного интерференционного микроскопа МИМ-340 
(«Швабе», Россия). В основе метода лежит принцип 
измерения локальных фаз промодулированной 
объектом световой волны. Источник света  – ге-
лий-неоновый лазер с длиной волны 633 нм, уве-
личение в  канале регистрации 500×. Суспензию 
лимфоцитов после активации помещали на зер-
кальное стекло, покрывали покровным стеклом, 
затем определяли параметры интерференцион-
ного профиля. Проводили измерение 50–100 ис-
следуемых клеток. В  качестве критерия оценки 
функционального состояния лимфоцитов опре-
деляли функциональную активность ядра (англ. 
functional activity of the nucleus, FAN) как вели-
чину, обратно пропорциональную фазовой вы-
соте (англ. phase thickness, PT) каждой клетки 
в выборке, характеризующую конформационное 
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состояние нуклеолярных белков и  степень 
деконденсации хроматина по формуле:  
FAN = (3 × n3 + 2 × n2 + n1 + 0 × n0) / n, где n3  – ко-
личество клеток с  PТ ≤ 150  нм; n2  – с  PТ > 150, 
но ≤ 200  нм; n1  – с  PT > 2, но ≤ 250  нм; n  – число 
клеток в выборке [10].

Применяли следующие методы ДНК-метрии.
Спектрофотометрия ДНК. Выделение дезок-

сирибонуклеиновой кислоты (ДНК) из суспензии 
лимфоцитов после инкубации выполняли с  ис-
пользованием набора ДНК-Экспресс Кровь (ООО 
«Литех», Россия). Далее 2  мкл раствора выделен-
ной ДНК переносили в  лунки специализирован-
ного планшета Tecan NanoQuant Plate и измеряли 

оптическую плотность при длине волны 260 нм на 
планшет-ридере Infinite 200 Pro с использованием 
программного обеспечения Tecan i-control, полу-
чая на выходе значение концентрации ДНК нг/мкл.

Реакция Фельгена – цитофотометрия с анали-
зом распределения клеток по содержанию ДНК 
после окраски красителем Фельгена. Реакция ос-
нована на свойстве реактива Шиффа (фуксинсер-
нистая кислота) взаимодействовать с  альдегид-
ными группами молекулы ДНК, предварительно 
подвергшейся гидролизу соляной кислотой [11]. 
Дальнейшую денситометрию ядер проводили 
при увеличении ×100 с  помощью системы визу-
ализации на базе светового микроскопа Olympus 
BX41, видеокамеры ProgRes CF с  использовани-
ем программы «Морфология  5.2» («ВидеоТесТ», 
Санкт-Петербург, Россия).

Метод проточной цитометрии с  исполь-
зованием интернализованной флюоресцент-
ной метки CFSE (carboxyfluorescein succinimidyl 
ester). Окрашивание лимфоцитов CFSE (“Sigma”, 
Германия) перед инкубацией проводили, исполь-
зуя концентрацию 2,5 мкг/мл в диметилсульфок-
сиде. Анализ выполняли на проточном цитоме-
тре BD FACS Calibur с помощью программы Cell 
Quest Pro.

Полученные данные статистически обраба-
тывали с  использованием пакета Statistica  6.0 
(StatSoft, США). Данные представляли как сред-
нее и  стандартное отклонение. Для оценки ко-
личественных переменных использовали расчет 
U-критерия Манна – Уитни. Различия при p ≤ 0,05 
считали статистически значимыми.

Результаты
Метод модуляционной интерференционной 
микроскопии
На топограммах контрольных лимфоцитов чет-
ко выявлялись ядро, ядрышко с  однородной, 
близкой к  кольцевой, структурой и  цитоплазма 
(рис. 1, IIA). Фазовая высота любой мононуклеар-
ной клетки зависит в первую очередь от степени 
упаковки хроматина в ядре и активности процес-
сов белкового синтеза. Таким образом, фазовая 
высота  – объективный количественный пара-
метр, отражающий степень активации лимфоци-
тов и позволяющий регистрировать процесс в са-
мой ранней фазе. Максимальная фазовая высота 
у контрольных лимфоцитов достигала 242 нм при 
среднем диаметре 9 ± 0,1 мкм (рис. 1, IIБ).

Активация ФГА приводила к  изменениям 
интерференционного профиля лимфоцитов: 
фазовая высота снижалась минимально до 130–
135 нм, а диаметр увеличивался до 11,0 ± 0,5 мкм 

Рис. 1. Топограмма (А) и фазово-интерференционный профиль (Б) лимфоцита. I – индукция 
фитогемагглютинином в течение 5 суток, II – контроль; d – диаметр клетки, h – фазовая 
высота
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Рис. 2. 
Репрезентативная 
гистограмма 
содержания ДНК 
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фитогемагглютинина 
(ФГА) (5 мкг/мл); 
Контроль – полная 
культуральная 
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с добавлением 
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(рис. 1, IБ). При этом для топограмм активирован-
ных лимфоцитов (рис. 1, IА) было характерно уве-
личение диаметра ядрышек и изменение их струк-
туры. Эти изменения можно объяснить данными 
по электронной микроскопии лимфоцитов, полу-
ченными в  работе [7], которые указывают на то, 
что при активации клетки в ядре происходит пе-
рераспределение гетерохроматина к  периферии, 
заметное снижение его электронной плотности, 
а в ядрышке идентифицируются множественные 
фибриллярные центры, окруженные плотным 
фибриллярным и гранулярным компонентом.

Показатель FAN в  группе контроля соста-
вил 1,53 ± 0,02, в  опытной группе  – 2,05 ± 0,05. 
Инкубация лимфоцитов с  ФГА приводила 
к  увеличению линейного размера клеток на 
22,2 ± 2,8%  мкм, уменьшению фазовой высоты 
на 46,3 ± 4,7% нм (p = 0,019) и увеличению FAN на 
75,9 ± 9,4%  по сравнению с  контролем (p = 0,046), 
что свидетельствует о  более предпочтительном 
использовании показателя FAN для оценки ФГА-
индуцированной пролиферации лимфоцитов.

Методы ДНК-метрии
Измерение выделенной ДНК. На рис. 2 пред-
ставлены репрезентативные результаты изме-
нения содержания ДНК в  лимфоцитах в  от-
вет на действие митогена ФГА. При анализе 
выборки были получены следующие данные, 
отражающие пролиферативную активность кле-
ток: стимуляция лимфоцитов ФГА сопровожда-
лась увеличением количества ДНК на 55%  – до 
409,8 ± 22,3 нг/мкл по сравнению с исходным зна-
чением 264,3 ± 25,0 нг/мкл (p = 0,049).

Реакция Фельгена. На рис. 3 отражены репре-
зентативные результаты денситометрии ядер 
лимфоцитов, окрашенных по Фельгену, после ак-
тивации ФГА.

При анализе контрольной выборки было по-
лучено унимодальное распределение, для акти-
вированных ФГА лимфоцитов было характерно 
бимодальное распределение. Обращает на себя 
внимание тот факт, что моды в  зоне диплоид-
ных клеток не совпадают, мода выборки акти-
вированных лимфоцитов смещена относитель-
но контрольных показателей вправо, в сторону 
больших значений. По-видимому, это проис-
ходит вследствие разницы скорости гидролиза 
ДНК в плотных и очень рыхлых ядрах [12]. Это 
не мешает сравнению выборок в  тех случаях, 
когда распределения в  зоне диплоидных и  те-
траплоидных ядер не накладываются частич-
но друг на друга, но затрудняет анализ при их 
перекрытии. В  контрольной выборке ядра, со-
держащие ДНК в количестве, превышающем 2n 
(более 150 усл. ед.), составляют 2%, а в выборке 

Рис. 3. 
Репрезентативная 
гистограмма 
распределения 
ядер лимфоцитов по 
оптической плотности. 
Окраска по Фельгену. 
А – реакция бласт-
трансформации 
лимфоцитов 
с фитогемаг-
глютинином (ФГА, 
5 мкг/мл, 5 суток). 
14,8% ядер 
с содержанием ДНК 
более 150 усл. ед.; 
Б – контроль: среда 
без ФГА. 2% ядер 
с содержанием ДНК 
более 150 усл. ед.
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Рис. 4. Репрезентативные гистограммы распределения лимфоцитов по параметрам 
рассеяния и по интенсивности флюоресценции CFSE. А – контрольные лимфоциты, 
Б – фитогемагглютинин (ФГА)-индуцированные. R1 – гейт стандартной по параметрам 
светорассеяния области лимфоцитов, R2 – гейт по области всех лимфоцитов, включая ФГА-
активированные

AA ББ
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активированных ФГА лимфоцитов  – 14,8%. 
Разница между группами – 12,8%. При этом рас-
пределения диплоидных и тетраплоидных ядер 
не перекрываются, что делает возможным срав-
нение их количества. Результаты денситометрии 
ядер лимфоцитов, окрашенных по Фельгену, по-
зволили оценить степень ФГА-индуцированной 
активации лимфоцитов, однако для проведения 
полноценного статистического анализа требо-
вались измерения в  нескольких сотнях ядер, 
что достаточно трудозатратно и неэффективно.

Проточная цитометрия с  использованием 
CFSE. CFSE представляет собой интернализуе-
мую флюоресцентную метку, способную пассив-
но проникать внутрь клетки. Конъюгат красите-
ля с белками, который формируется в меченых 
клетках, сохраняется этими клетками в течение 
всего развития, а также во время мейоза. Метка 
равномерно передается дочерним клеткам по-
сле клеточного деления и  никогда не передает-
ся соседним клеткам в  культуре. При делении 
концентрация метки в  дочерних клетках сни-
жается ровно в  2  раза, и  интенсивность флюо-
ресценции, соответственно, тоже, что прояв-
ляется дискретным снижением интенсивности 
флюоресценции первого канала при анализе на 
проточном цитофлюориметре. К важным досто-
инствам CFSE следует отнести высокую интен-
сивность флюоресценции красителя на одну мо-
лекулу, устойчивость и способность равномерно 
распределяться в  цитоплазме дочерних клеток 
при делении [13, 14].

На характерной для спонтанной пролифе-
рации лимфоцитов гистограмме А  (контроль), 
представленной на рис. 4, показано, что практи-
чески все лимфоциты (99,1%) характеризуются 
исходной максимальной интенсивностью све-
чения в  первом пике, в  течение 5  суток выявле-
на лишь одна генерация (0,8%  лимфоцитов). На 
рис. 4Б выявляется облако стимулированных 
ФГА лимфоцитов с высокими показателями пря-
мого и бокового светорассеяния, а на гистограм-
ме по первому каналу флюоресценции (соответ-
ствует CFSE) присутствуют 6 дискретных пиков, 

отражающих 5 циклов деления активированных 
клеток.

В целом при использовании прединкуба-
ционной окраски лимфоцитов CFSE с  последу-
ющей проточной цитофлюориметрией куль-
тивированных клеток установлено, что без 
стимуляции ФГА в  среднем пролиферировали 
лишь 1,68 ± 0,9% лимфоцитов, а при митогенной 
стимуляции процент поделившихся клеток со-
ставил 55,56 ± 5,6% (p = 0,00068) (таблица).

Обсуждение
Наши исследования подтвердили возможность 
использования метода интерференционной ми-
кроскопии для изучения активности лимфоци-
тов. Данные, полученные разными лаборатори-
ями, совпадают [10]. Среди преимуществ метода 
следует выделить отсутствие специальной про-
боподготовки, быструю оценку исследуемого об-
разца, а также изучение нативных образцов в ре-
альном времени с  возможностью дальнейших 
манипуляций и наблюдением в динамике воздей-
ствия.

Проведенный анализ различных методиче-
ских подходов для оценки ФГА-индуцированной 
активации лимфоцитов показал, что наиболее 
эффективными, хорошо воспроизводимыми 
и максимально автоматизированными являются 
методы проточной цитометрии с  использовани-
ем флюоресцентных красителей, позволяющие 
оценивать пролиферационный потенциал кле-
ток. Микроспектрофотометрия выделенной ДНК 
дает приемлемый результат, но воспроизводи-
мость метода зависит от чистоты выделения ДНК 
(примеси белка и  РНК влияют на показатели). 
Цитофотометрия с  помощью реакции Фельгена 
дает значительно более низкую повторяемость, 
позволяет в  большей степени проводить каче-
ственную оценку, но остается трудозатратным 
и длительным методом оценки пролиферативной 
активности. При этом данные методы не подхо-
дят для оценки лимфоцитов в динамике наблю-
дения, так как после пробоподготовки и анализа 
клетки становятся нежизнеспособными.

Интенсивность флюоресценции CFSE в лимфоцитах по пикам, отражающим генерации клеток, %

Лимфоциты 1-й пик (максимальная 
флюоресценция)

2-й пик 3-й пик 4-й пик 5-й пик 6-й пик (минимальная 
флюоресценция)

Контроль 98,5 ± 1,9 1,68 ± 0,9 – – – –

ФГА+ 36,9 ± 4,8 11,2 ± 1,9 15,3 ± 1,2 18,1 ± 2,0 8,3 ± 0,5 1,6 ± 0,4

ФГА+ – индукция фитогемагглютинином

Данные представлены в виде среднего и стандартного отклонения (M ± SD)
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Заключение
По сравнению с  классическими методами оцен-
ки активности лимфоцитов метод модуляци-
онной интерференционной микроскопии не 
требует пробоподготовки, показывает сопоста-
вимую и даже большую эффективность, при этом 

позволяет изучать функциональное состояние 
лимфоцитов в  реальном времени в  динамике 
культивирования. Это открывает широкие воз-
можности для оценки клеток иммунной системы 
как в исследовательских, так и в диагностических 
целях. 
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Rationale: The study of the structural particulars 
and functional state of immune cells and primar-
ily lymphocytes is of great importance for both 
fundamental and clinical medicine. It requires 
the development of simple and reliable analytic 
methods that would allow for fast and effective 
real-time assessment of cell activity.
Aim: To evaluate the effectiveness of the inter-
ference microscopy compared to DNA spectrom-
etry, DNA cytometry, and flow cytometry with an 
internalized fluorescent label CFSE (carboxyflu-
orescein succinimidyl ester) in the assessment of 
PHA-induced proliferation of human blood lym-
phocytes.
Materials and methods: Phytohemagglutinin 
(PHA)-induced proliferative activity of blood lym-
phocytes from 10  healthy volunteers was stud-
ied with various methodological strategies. Blast 
transformation of lymphocytes was induced by 
their incubation for 5 days with PHA 5 μg/mL. The 
cell proliferative activity was assessed as follows: 
1) by DNA spectrometry at 260/280 nm using Tecan 
Infinite 200  Pro with a  specialized NanoQuant 
Plate™; 2)  by cytophotometry followed by cell 
distribution analysis assessing deoxyribonucleic 
acid (DNA) content after staining with Felgen's 
dye with an imaging system based on an Olympus 
BX41 light microscope with a ProgRes CF camera; 
3) by flow cytometry using an internalized fluores-
cent label CFSE; the analysis was performed with 
a BD FACS Calibur flow cytometer; 4) by measure-
ment of the lymphocyte interference profile with 
a  modulation interference microscope MIM-340 
(Schwabe, Russia). The functional activity of the 
nucleus (FAN) was determined and used as a crite-
rion for assessment of the lymphocyte functional 
state.
Results: Incubation of lymphocytes with PHA 
led to an increase in the linear size by 22.2 ± 2.8%, 
a  decrease in phase height by 46.3 ± 4.7% 
(p = 0.019), and an increase in FAN by 75.9 ± 9.4%, 

vs control (p = 0.046). As measured by isolated DNA 
spectroscopy, PHA stimulation of lymphocytes 
was associated with an increase in the amount 
of DNA by  55% vs baseline (409.8 ± 22.3  ng/μL 
and 264.3 ± 25.0  ng/μL, respectively, p = 0.049). 
Felgen's reaction revealed that the proportion of 
nuclei containing more than 2n DNA was 2% in the 
control cells and 14.8% in the PHA-activated lym-
phocytes, with a  difference between the groups 
of 12.8%. CFSE staining with subsequent incu-
bation and assessment by flow cytofluorimetry 
demonstrated an increase in the percentage of 
proliferating cells from 1.68 ± 0.9% in the control 
to 55.56 ± 5.6% (p = 0.00068) in the mitogen-stim-
ulated sample.
Conclusion: Modulation interference microsco-
py does not require the sample preparation and 
demonstrated comparable and even higher effec-
tiveness compared to conventional methods for 
assessment of lymphocyte activity. At the same 
time, it allows for evaluation of the lymphocyte 
functional state in real time in the process of cul-
tivation. This opens ample opportunities for eval-
uation immune cells for research and diagnostic 
purposes.

Key words: lymphocytes, proliferation, modula-
tion interference microscopy, flow cytofluorimetry, 
DNA cytophotometry, DNA spectrophotometry
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Структурно-функциональные нарушения функций 
клеточных мембран при терминальной стадии 
хронической болезни почек

 Иевлев Е.Н.1, 2 • Казакова И.А.1 • Сухенко Е.П.3

Актуальность. Хроническая болезнь почек 
(ХБП) сопровождается нарушением всех функ-
ций систем организма, в  том числе изменени-
ем внутриклеточных процессов. Исследование 
электрофоретической подвижности эритро-
цитов (ЭФПЭ) у пациентов с ХБП 5-й диализной 
стадии (С5д) в  последнее время приобретает 
все большую актуальность, так как данный ме-
тод позволяет выявить патофизиологическое 
состояние пациента и  предоставляет возмож-
ность коррекции лечения.
Цель  – выявить особенности ЭФПЭ у  пациен-
тов, находящихся на программном гемодиали-
зе, и установить связь с клинико-лабораторны-
ми показателями.
Материал и  методы. Проведено наблюдатель-
ное одномоментное исследование 220  пациен-
тов с установленным диагнозом ХБП С5д. Средний 
возраст составил 56,5 ± 1,4 года (от 26 до 85 лет). 
Длительность диализной терапии в  среднем 
была 3,7 ± 0,4 года. Индекс адекватности Kt/V по 
мочевине составил 1,54 ± 0,08. В группу контроля 
включены 60 здоровых доноров крови, сопоста-
вимых по возрасту и  полу. ЭФПЭ исследовали 
при помощи комплекта «Цито-Эксперт» (ОАО 
«Аксион холдинг», г. Ижевск, 2010) и программы 
WT-Cell (ООО «Весттрэйд ЛТД», 2019).
Результаты. У пациентов, получающих лечение 
программным гемодиализом, по сравнению 

с  группой контроля зарегистрированы бо-
лее низкие показатели амплитуды колебания 
эритроцитов (10,2 ± 0,5  против 21,2 ± 2,1  мкм, 
р < 0,001), доля подвижных эритроцитов со-
ставила 69,5 ± 1,8 и  89,7 ± 9,9%  соответственно 
(р < 0,001). Более низкие значения амплитуды 
колебания эритроцитов отмечены в  возраст-
ной группе от 25 до 44 лет (9,0 ± 1,0 мкм, р < 0,05). 
Получена слабая положительная связь возраста 
и  амплитуды колебания эритроцитов (R = 0,20, 
p < 0,05). Обнаружены различия показателя ам-
плитуды колебания эритроцитов у  пациентов 
с  разной длительностью диализной терапии: 
от  1 до  2  лет  – 11,3 ± 0,8  мкм, от  2 до  5  лет  – 
9,9 ± 0,7 мкм, от 6 до 10 лет – 9,4 ± 1,3 мкм, более 
11 лет – 7,4 ± 0,9 мкм (р < 0,05). Установлена сла-
бая отрицательная корреляция длительности 
диализной терапии и  амплитуды колебания 
эритроцитов (R = -0,24, р < 0,01). Выявлены связи 
амплитуды колебания эритроцитов с  систоли-
ческим артериальным давлением до проце-
дуры гемодиализа (R = 0,34, p < 0,05) и  с пуль-
совым давлением до процедуры гемодиализа 
(R = 0,37, p < 0,05); доли подвижных эритроцитов 
с  уровнем паратиреоидного гормона (R = 0,32, 
p < 0,05).
Заключение. Показатели ЭФПЭ у  пациентов, 
получающих программный гемодиализ, имеют 
свои особенности, связанные со значительным 

уменьшением амплитуды колебания (пропор-
циональной эффективному заряду клеток) 
и доли подвижных эритроцитов, по сравнению 
с  группой здоровых. Амплитуда колебания 
эритроцитов имеет отрицательную корреля-
цию с  возрастом и  длительностью диализной 
терапии. Имеется связь амплитуды колебания 
эритроцитов с  показателями артериального 
давления и  минерально-костными нарушени-
ями.

Ключевые слова: электрофоретическая под-
вижность эритроцитов, хроническая болезнь 
почек, гемодиализ, артериальная гипертен-
зия, антигипертензивная терапия, амплитуда 
колебания эритроцитов, эффективный заряд 
клеток

Для цитирования: Иевлев ЕН, Казакова ИА, 
Сухенко ЕП. Структурно-функциональные наруше-
ния функций клеточных мембран при терминаль-
ной стадии хронической болезни почек. Альманах 
клинической медицины. 2021;49(6):419–426. doi: 
10.18786/2072-0505-2021-49-056.

Поступила 02.11.2021; доработана 15.11.2021; при-
нята к  публикации 17.11.2021; опубликована он-
лайн 06.12.2021

О р и г и н а л ь н а я  с т а т ь я

Хроническая болезнь почек (ХБП) оста-
ется одной из важнейших проблем 
медицины, что обусловлено высокой 
заболеваемостью и  смертностью от 

сердечно-сосудистых причин [1]. Вместе с  тем, 
несмотря на рост числа пациентов с  диализной 
стадией ХБП, наблюдается увеличение выжи-
ваемости больных этой группы в  результате со-
вершенствования процедуры гемодиализа (ГД) 
и  внедрения современных алгоритмов медика-
ментозного лечения [2].

Среди множества патофизиологических ме-
ханизмов, протекающих у диализных пациентов, 

особую роль занимает изменение внутрикле-
точных процессов. Важный компонент полно-
ценного функционирования клетки – состояние 
клеточной мембраны. Выраженность дестаби-
лизации клеточных мембран отражает особен-
ности повреждений в  системах и  органах [3–6]. 
Прижизненное изучение свойств мембран клеток 
может позволить прямо и косвенно оценить регу-
ляцию биологических процессов в клетках орга-
низма [4, 5, 7–9]. В настоящее время своеобразным 
доступным эталоном для оценки мембрандеста-
билизирующих процессов в  организме признан 
эритроцит. Имеются работы, показывающие 
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влияние ишемии тканей, микробного или ауто-
иммунного воспаления на дестабилизацию мем-
бран эритроцитов. Среди основных физических 
характеристик эритроцитов выделяют поверх-
ностный электрический заряд мембраны, оцени-
ваемый по электрофоретической подвижности.

Электрофоретическая подвижность эри-
троцитов (ЭФПЭ)  – способность эритроцитов 
двигаться в  электрическом поле с  той или иной 
скоростью в  зависимости от величины поверх-
ностного электрического заряда их мембраны. 
Все клетки организма, в  том числе эритроциты, 
для выполнения функций и поддержания гомео-
стаза организма должны обладать определенной 
величиной поверхностного заряда. На величину 
ЭФПЭ оказывает влияние физико-химическое 
состояние клеточной мембраны и  состав окру-
жающей клетку среды [10]. А.В. Дерюгина и соавт. 
(2018) при исследовании на животных показали, 
что ЭФПЭ может быть использована для коли-
чественной характеристики степени стрессовой 
реакции и  развития адаптационных процессов, 
что особенно важно при персонализированном 
подходе к  терапии различных патологических 
состояний [11]. Снижение ЭФПЭ наблюдается 
при онкологических заболеваниях, заболеваниях 
кишечника, острых респираторных инфекциях, 
пневмонии, сепсисе, системных заболеваниях, 
а также в условиях стресса [3, 4, 10–17].

При ХБП 5-й  диализной стадии (С5д), безус-
ловно, имеются грубые нарушения функциони-
рования клеточных мембран, что вызывает изме-
нения плотности поверхностного электрического 
заряда эритроцитов, а также, вероятно, и зарядов 
субклеточных элементов. Прижизненное иссле-
дование ЭФПЭ у пациентов с ХБП С5д в последнее 
время приобретает все большую актуальность, 
будучи перспективным для оценки патофизио-
логического состояния пациента и возможности 
коррекции лечения. Необходимы новые данные, 
в  том числе о  связях клинических и  метаболи-
ческих показателей с величиной заряда мембран 
эритроцитов, для дальнейшего назначения адек-
ватной терапии.

Целью настоящего исследования было выя-
вить особенности ЭФПЭ у  пациентов, находя-
щихся на программном ГД, и  установить связи 
с клинико-лабораторными показателями.

Материал и методы
Дизайн исследования
Проведено наблюдательное одномоментное иссле-
дование 220 пациентов с установленным диагно-
зом ХБП С5д (мужчин было 46%, женщин – 54%), 

получавших процедуру программного ГД (ри-
сунок). Средний возраст составил 56,5 ± 1,4  года 
(от  26 до  85  лет). Длительность диализной тера-
пии была в среднем 3,7 ± 0,4 года (от 1 до 20 лет). 
Программный ГД выполнялся на аппаратах 
Fresenius 4008S (Германия) и  Dialog+ компании 
B. Braun (Германия) по 4–4,5 часа 3 раза в неделю 
с  применением полисульфоновых диализаторов. 
Во время ГД использовали только бикарбонат-
ный диализирующий раствор. У  всех пациентов 
достигалась приемлемая доза ГД в соответствии 
с  актуальными клиническими рекомендациями. 
Для выявления особенностей нарушений кле-
точных мембран обследована группа контроля, 
в  которую включены 60  практически здоровых 
доноров крови ГУЗ «Республиканская станция 
переливания крови МЗ УР». Данные группы 
были сопоставимы по возрасту и полу. Пациенты 
были распределены по возрасту (в соответствии 
с классификацией Всемирной организации здра-
воохранения, 2012), полу и длительности диализ-
ной терапии.

У группы исследования проводили корре-
ляционный анализ между показателями ЭФПЭ 
и показателями артериального давления (АД).

Критерии соответствия
Критерии включения в  исследование: наличие 
терминальной стадии ХБП, получение регуляр-
ной процедуры ГД (3 раза в неделю) более 1 года, 
индекс Kt/V более 1,4, получение процедуры про-
граммного ГД более 1 года, наличие информиро-
ванного согласия пациента на участие в исследо-
вании.

Критерии исключения: онкологические за-
болевания, экстремальные состояния (кома, ин-
фаркт миокарда, инсульт), перенесенные менее 
чем за 3  месяца до начала исследования, острые 
воспалительные заболевания, нестабильная сте-
нокардия, тяжелые нарушения ритма и проводи-
мости, отказ пациента от исследования.

Условия проведения
Исследование проводилось на базе гемодиа-
лизного отделения БУЗ УР ГКБ №  6 МЗ УР, ди-
ализного центра ООО «Фрезениус Нефрокеа» 
(филиал в  Ижевске), отделения диализа ООО 
«Медицинские сервисные решения». 

Описание медицинского вмешательства
Программа обследования пациентов предусма-
тривала общеклинические и  специальные мето-
ды  – гемограмму, определение биохимических 
показателей: мочевины, креатинина, альбумина, 

Иевлев Евгений 
Николаевич – канд. мед. 
наук, ассистент кафедры 
внутренних болезней 
с курсами лучевых 
методов диагностики 
и лечения, военно-
полевой терапии1; врач-
терапевт больничного 
комплекса № 22; ORCID: 
https://orcid.org/0000-
0002-0395-7946

 * 426034, г. Ижевск, 
ул. Коммунаров, 281, 
Российская Федерация.  
Тел.: +7 (912) 443 39 00.  
E-mail: inloja@mail.ru

Казакова Ирина 
Александровна, д-р 
мед. наук, профессор, 
заведующая кафедрой 
внутренних болезней 
с курсами лучевых 
методов диагностики 
и лечения, военно-
полевой терапии1.  
E-mail:  
i.a.kazakova@yandex.ru

Сухенко Евгений 
Пантелеевич – 
канд. физ.-мат. наук, 
доцент, заместитель 
генерального 
директора3.  
E-mail: eugens@udm.ru

1  ФГБОУ ВО «Ижевская 
государственная 
медицинская академия» 
Минздрава России; 
426034, г. Ижевск, 
ул. Коммунаров, 281, 
Российская Федерация

2  БУЗ УР «Городская кли-
ническая больница № 6 
Минздрава Удмуртской 
Республики»; 426009, 
г. Ижевск, ул. Ленина, 81, 
Российская Федерация

3  ООО «Весттрэйд ЛТД»; 
115201, г. Москва, 
1-й Варшавский проезд, 
1А–9, Российская 
Федерация

Альманах клинической медицины. 2021; 49 (6): 419–426. doi: 10.18786/2072-0505-2021-49-056

420 Оригинальные статьи



щелочной фосфатазы, Ca+, P+, Na+, K+, паратирео-
идного гормона.

Всем обследуемым проводили измерение офи-
сного АД до, во время и после процедуры ГД по 
методу Н.С. Короткова с  определением систоли-
ческого (САД), диастолического (ДАД) и  пуль-
сового АД. Выполняли расчет среднемесячных 
величин АД, с которыми в последующем прово-
дился корреляционный анализ.

С использованием комплекса «Цито-Эксперт» 
(ОАО «Аксион холдинг», Ижевск, ТУ 9443-137-
43674401-2005, 2010  г.) проводили определение 
ЭФПЭ. При помощи программы WT-Cell (ООО 
«Весттрэйд ЛТД», 2019) регистрировали и оцени-
вали параметры движения живых клеток под дей-
ствием знакопеременного электрического поля 
с  заданными характеристиками в  световом ми-
кроскопе «Биолам». Для исследования забирали 
не более 0,5 мл венозной крови из фистулы паци-
ента перед процедурой ГД в пробирку PUTH объ-
емом 4 мл с гепарином лития. Для приготовления 
суспензионной среды использовали изоосмоти-
ческий 0,3М раствор сахарозы в дистиллирован-
ной воде. В  качестве стабилизатора добавляли 
0,1М фосфатный буфер до достижения рН 7,4–7,5. 
Далее в 1 мл среды вносили 0,05 мл нативной кро-
ви пациента. В центр рабочей зоны электрофоре-
тической ячейки дозатором помещали 40–50 мкл 
суспензии эритроцитов. Каплю накрывали по-
кровным стеклом, расположив его симметрично 
относительно черных графитовых электродов, 

после чего на электроды подавалось напряжение 
в 30 В с частотой смены полярности направления 
тока на электродах в 0,25 Гц. При этом в рабочей 
зоне поддерживался ток, равный 0,01  мА. Были 
изучены показатели ЭФПЭ: средняя амплиту-
да колебания эритроцитов (пропорциональная 
эффективному заряду клеток), эллиптичность, 
индекс их агрегации, процент подвижных эри-
троцитов (процентное соотношение активных 
и неактивных эритроцитов по отношению к элек-
трическому полю).

Анализ в подгруппах
Для выявления особенности изменения показате-
лей ЭФПЭ у гемодиализных пациентов было про-
ведено распределение по возрасту, полу, длитель-
ности диализной терапии.

Этическая экспертиза
Работа велась на основе информированного со-
гласия больных в  соответствии с  международ-
ными этическими требованиями, предъявляе-
мыми к медицинским исследованиям с участием 
человека (Всемирная медицинская ассоциация, 
Женева, 1993). Перед началом исследования было 
получено разрешение локального этического 
комитета ФГБОУ ВО «Ижевская государствен-
ная медицинская академия» Минздрава России 
№ 584 от 27.02.2018.

Статистический анализ
Размер выборки предварительно не рассчитывал-
ся. Статистическая обработка результатов иссле-
дования проведена общепринятыми методиками 
вариационной статистики с использованием при-
кладных программ BioStat (Primer of Biostatistics, 
«Практика», Москва, 2019, версия 7.3.0) и Microsoft 
Excel 2010  (США). Для проверки нормальности 
распределения полученных значений применял-
ся критерий Колмогорова  – Смирнова. В  случае 
параметрического распределения признака дан-
ные описывали в  виде средних и  стандартного 
отклонения (M ± SD). Для определения статисти-
ческой значимости различий использовали кри-
терий Манна – Уитни (Т). Применяли ранговый 
критерий Краскела – Уоллиса (H) для оценки раз-
ностей нескольких выборок. Корреляционные 
отношения оценивали с помощью рангового ко-
эффициента корреляции Спирмена (R). Значения 
р < 0,05 считали статистически значимыми.

Результаты
При сопоставлении результатов исследования 
группы получающих программный ГД и группы 

Дизайн исследования; ХБП С5д – хроническая болезнь почек 5-й диализной стадии

220 пациентов  
с установленным диагнозом 

ХБП С5д

Распределение по полу от 25 до 44 лет

от 45 до 59 лет

от 60 до 74 лет

от 75 до 90 лет

от 1 до 2 лет

от 2 до 5 лет

от 6 до 10 лет

более 10 лет

Распределение по возрасту

Распределение по 
длительности диализной 

терапии

60 практически здоровых  
доноров крови

Обследование, в том числе определение электрофоретической 
подвижности эритроцитов
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здоровых доноров крови получены различия по 
показателю амплитуды колебания эритроци-
тов и  доли подвижных эритроцитов (р < 0,0001, 
табл. 1). Существенных различий показателей 
площади эритроцитов, их эллиптичности, ин-
декса агрегации у пациентов на программном ГД 
и группы контроля не выявлено.

Исходя из данных отчета Российского регистра 
заместительной почечной терапии [18, 19], наблю-
дается высокая летальность у пациентов 1-го года 
диализной терапии. В связи с этим нами проведен 

анализ показателей ЭФПЭ по полу, возрасту, ста-
жу диализа в  указанных группах. Как видно из 
данных табл. 2, различий исследуемых показа-
телей по полу не получено. У  пациентов в  воз-
расте 25–44  лет амплитуда колебания составила 
9,0 ± 1,0 мкм, в  группе 45–60 лет – 10,1 ± 0,8 мкм, 
в  группе 60–74  лет  – 10,8 ± 0,7  мкм, в  группе 75–
90 лет – 11,7 ± 0,7 мкм (р < 0,05, табл. 3). Получена 
слабая положительная связь возраста и амплиту-
ды колебания эритроцитов (R = 0,20, p < 0,05). По 
другим исследуемым величинам значимых раз-
личий не обнаружено.

Выявлены различия показателя амплитуды 
колебания эритроцитов у  пациентов с  разным 
диализным стажем (р < 0,05, табл. 4). Наблюдалось 
снижение данного показателя с увеличением дли-
тельности диализной терапии, что подтвердилось 
слабой отрицательной корреляцией (R = -0,24, 
р < 0,01).

При увеличении стажа диализной терапии 
имеется тенденция увеличения показателя ин-
декса агрегации и  снижения доли подвижных 
эритроцитов. Показатели эллиптичности и  пло-
щади эритроцитов при различном диализном 
стаже значимо не изменялись.

Средние показатели красной крови и  боль-
шинство показателей кальций-фосфорного обме-
на не превышали целевые параметры для данной 
когорты (табл. 5). Все пациенты получали стан-
дартную терапию минерально-костных нару-
шений и  анемии, включающую фосфатбиндеры, 
кальцимиметики, метаболиты витамина D, пре-
параты железа и эритропоэтина.

При проведении корреляционного анали-
за установлены связи амплитуды колебания 
эритроцитов с  САД до процедуры ГД (R = 0,34, 
p < 0,05) и с пульсовым давлением до процедуры 
ГД (R = 0,37, p < 0,05). Выявлена корреляция доли 
подвижных эритроцитов с  уровнем паратире-
оидного гормона (R = 0,32, p < 0,05). С  другими 

Таблица 1. Показатели электрофоретической подвижности эритроцитов у пациентов, 
получающих программный гемодиализ

Показатель, M ± SD Больные на ГД 
(N = 220)

Здоровые доноры 
(N = 60)

Значение р

Площадь, мкм 55,3 ± 1,8 56,9 ± 5,5 > 0,05

Эллиптичность 70,2 ± 0,3 68,6 ± 0,7 > 0,05

Амплитуда колебания, мкм 10,2 ± 0,5 21,2 ± 2,1 < 0,0001

Индекс агрегации, % 24,8 ± 1,6 20,9 ± 2,8 > 0,05

Доля подвижных 
эритроцитов, %

69,5 ± 1,8 89,7 ± 9,9 < 0,0001

ГД – гемодиализ

Таблица 2. Показатели электрофоретической подвижности эритроцитов в зависимости от 
гендерных групп

Показатель, M ± SD Мужчины Женщины Значение р

Площадь, мкм 54,7 ± 2,6 55,9 ± 2,6 > 0,05

Эллиптичность 70,3 ± 0,4 70,0 ± 0,4 > 0,05

Амплитуда колебания, мкм 10,3 ± 0,6 10,1 ± 0,7 > 0,05

Индекс агрегации, % 24,5 ± 2,1 25,1 ± 2,4 > 0,05

Доля подвижных эритроцитов, % 70,2 ± 2,2 68,7 ± 3,1 > 0,05

Таблица 3. Показатели электрофоретической подвижности эритроцитов в зависимости от возраста

Показатель, M ± SD Возраст, годы Значение р

25–44 45–59 60–74 75–90

Площадь, мкм 61,6 ± 4,2 55,3 ± 3,8 51,4 ± 2,5 55,9 ± 5,8 > 0,05

Эллиптичность 70,4 ± 0,6 69,8 ± 0,5 69,9 ± 0,4 73,3 ± 1,3 > 0,05

Амплитуда колебания, мкм 9,0 ± 1,0 10,1 ± 0,8 10,8 ± 0,7 11,7 ± 0,7 < 0,05

Индекс агрегации, % 22,2 ± 3,4 23,5 ± 3,6 26,7 ± 2,6 25,5 ± 9,2 > 0,05

Доля подвижных эритроцитов, % 65,5 ± 4,2 74,5 ± 2,8 68,6 ± 3,1 73,4 ± 6,1 > 0,05

Альманах клинической медицины. 2021; 49 (6): 419–426. doi: 10.18786/2072-0505-2021-49-056

422 Оригинальные статьи



параметрами кальций-фосфорного обмена досто-
верной корреляции не выявлено.

Обсуждение
ХБП – тяжелая патология, влияющая на прогноз 
заболевания, длительность и качество жизни па-
циентов. При терминальной стадии ХБП наблю-
даются преимущественно единые морфологиче-
ские изменения в почках и патофизиологические 
процессы в организме – вне зависимости от эти-
ологии. Несмотря на новые стратегии в ведении 
диализных пациентов, терапевтическая оценка 

эффективности лечения остается трудной про-
блемой для клинициста. Одним из перспектив-
ных направлений видится исследование показа-
телей клеточных мембран, в особенности ЭФПЭ. 
Рядом авторов показано значительное снижение 
заряда мембраны эритроцитов при воспалитель-
ных заболеваниях, стрессе, онкологических забо-
леваниях [2, 3, 11–17]. При помощи исследования 
ЭФПЭ оценивается эффективность проводимого 
лечения [16, 20, 21].

В нашем исследовании выявлено значительное 
снижение амплитуды колебания и доли подвиж-
ных эритроцитов у  пациентов, получающих ле-
чение программным ГД (р < 0,0001). Полученные 
данные можно объяснить состоянием хрониче-
ской уремии, минерально-костными нарушени-
ями, механическим повреждением эритроцитов 
при прохождении диализатора, регулярными 
инъекциями препаратов эритропоэтина и  анти-
коагулянтов. Существенных различий других 
показателей (площадь, эллиптичность, индекс 
агрегации) не выявлено.

Был проведен анализ демографических фак-
торов, влияющих на ЭФПЭ. Выявлены более 
низкие значения амплитуды колебания эритро-
цитов у  пациентов молодого возраста (р < 0,05). 
Установлена положительная корреляция возрас-
та и амплитуды колебания эритроцитов (R = 0,20, 
p < 0,05). Можно предположить, что молодые 
пациенты, достигшие диализной стадии ХБП, 
имеют более выраженные патофизиологические 
сдвиги, чем пациенты пожилого возраста, кото-
рые постепенно приспосабливаются к  изменен-
ному гомеостазу при ХБП.

Получены данные о  влиянии длительности 
диализной терапии на ЭФПЭ. При увеличении 
диализного стажа происходит снижение заряда 
мембраны эритроцита (р < 0,05), что свидетель-
ствует о возможном влиянии на ЭФПЭ прогрес-
сирования минерально-костных нарушений, 

Таблица 5. Лабораторно-инструментальные показатели пациентов, включенных 
в исследование

Показатель, M ± SD Значение

Средняя прибавка в весе, г 2463,7 ± 123,7

САД до ГД, мм рт. ст. 143,5 ± 5,8

ДАД до ГД, мм рт. ст. 80,1 ± 1,6

Пульсовое давление до ГД, мм рт. ст. 63,5 ± 5,2

САД после ГД, мм рт. ст. 132,3 ± 2,7

ДАД после ГД, мм рт. ст. 77,9 ± 1,5

Пульсовое давление после ГД, мм рт. ст. 54,5 ± 1,5

Эритроциты, × 1012/л 3,58 ± 0,08

Гемоглобин, г/л 113,3 ± 4,9

Кальций ионизированный, ммоль/л 1,17 ± 0,02

Кальций, ммоль/л 2,27 ± 0,04

Фосфор, ммоль/л 1,73 ± 0,07

Паратиреоидный гормон, пг/мл 439,3 ± 67,8

ГД – гемодиализ, ДАД – диастолическое артериальное давление, САД – систолическое 
артериальное давление

Таблица 4. Показатели электрофоретической подвижности эритроцитов в зависимости от длительности диализной терапии

Показатель, M ± SD Длительность терапии, годы Значение р

1–2 2–5 6–10 более 10

Площадь, мкм 59,4 ± 2,8 52,8 ± 3,2 51,3 ± 3,8 56,5 ± 6,7 > 0,05

Эллиптичность 70,6 ± 0,6 70,0 ± 0,4 69,6 ± 0,5 70,8 ± 1,5 > 0,05

Амплитуда колебания, мкм 11,3 ± 0,8 9,9 ± 0,7 9,4 ± 1,3 7,4 ± 0,9 < 0,05

Индекс агрегации, % 26,8 ± 2,7 21,6 ± 2,7 25,5 ± 2,6 30,6 ± 5,2 > 0,05

Доля подвижных эритроцитов, % 72,5 ± 2,9 69,8 ± 2,7 66,2 ± 5,5 59,8 ± 7,0 > 0,05
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анемии, воспаления, эндотелиальной дисфунк-
ции, артериальной гипертензии и  пр. Нами не 
получено данных о влиянии на ЭФПЭ гендерного 
фактора.

Артериальная гипертензия – ведущая причи-
на инвалидизации и смерти пациентов, получаю-
щих лечение программным ГД. Патогенетические 
механизмы артериальной гипертензии харак-
теризуются нарушением структуры и  функции 
клеточных мембран, в  частности, наблюдается 
большая скорость облегченного переноса ионов 
через клеточную мембрану (скорость Na+-Li+-
противотранспорта в мембране эритроцита) [22]. 
R. Boero и соавт. измерили активность натрий-ка-
лиевой АТФазы эритроцитов у диализных паци-
ентов и отметили более низкую активность помпы 
у больных с артериальной гипертензией в отличие 
от пациентов с  нормальным АД [23]. Вследствие 
ингибирования натрий-калиевой АТФазы про-
исходит возрастание внутриклеточного натрия 
параллельно с  увеличением цитозольного каль-
ция, что приводит к  повышению базального то-
нуса сосудов и  усилению реакции сосудов на 
сосудосуживающие вещества [23, 24]. В  нашем 
исследовании подтверждается связь мембранных 
нарушений с артериальной гипертензией наличи-
ем связи амплитуды колебания эритроцитов с по-
казателями АД до процедуры ГД – САД (p < 0,05) 
и пульсовым давлением (p < 0,05). Более выражен-
ное нарушение клеточных мембран сопровожда-
ется более высоким АД. Кроме того, определена 
связь доли подвижных эритроцитов с  уровнем 

паратиреоидного гормона (p < 0,05), что показы-
вает влияние нарушений кальций-фосфорно-
го обмена на стабильность клеточного заряда. 
Следовательно, необходимо дальнейшее изучение 
связи показателей ЭФПЭ и  показателей гемоди-
намики  – новые данные позволят использовать 
ЭФПЭ для оценки эффективности мембраноста-
билизирующего, органопротективного лечения 
при артериальной гипертензии.

Ограничения исследования. Исследование 
являлось одномоментным, по его результатам 
можно установить статистические, но не причин-
но-следственные связи. Использовался только 
один метод исследования мембран клеток.

Заключение
Показатели ЭФПЭ у  пациентов, получающих 
программный ГД, имеют свои особенности, свя-
занные со значительным уменьшением ампли-
туды колебания и  доли подвижных эритроци-
тов, по сравнению с  группой здоровых доноров. 
Амплитуда колебания эритроцитов имеет отри-
цательную корреляцию с  возрастом и  длитель-
ностью диализной терапии. Установлена связь 
амплитуды колебания эритроцитов с  показате-
лями АД и минерально-костными нарушениями. 
Применение исследования ЭФПЭ у  диализных 
пациентов способствует более полной оценке 
клинико-лабораторного статуса, что может иметь 
большое значение для своевременной коррекции 
применяемой терапии с  целью улучшения бли-
жайшего и отдаленного прогноза. 
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Background: Chronic kidney disease (CKD) is as-
sociated with abnormalities in all functions of the 
body systems including changes in intracellular 
processes. Assessment of erythrocyte electropho-
retic mobility (EEM) in patients with CKD stage  5 
on dialysis (5d) has becoming increasingly rele-
vant, since this method characterizes the patho-
physiological state of the patient and gives the 
possibility to modify treatment.
Aim: To identify EEM characteristics in patients on 
programmed hemodialysis and their association 
with clinical and laboratory parameters.
Materials and methods: We performed 
a  cross-sectional observational study in 220  pa-
tients with confirmed CKD 5d. The average 
age of the patients was 56.5 ± 1.4  years (26 to 
85 years) and the duration of dialysis therapy was 
3.7 ± 0.4 years. The Kt/V urea adequacy index was 
1.54 ± 0.08. The control group included 60 healthy 
blood donors, comparable for their age and sex. 
EEM was assessed with Cyto-Expert kit (Axion 
Holding, Izhevsk, 2010) and the WT-Cell program 
(LLC Westtrade LTD, 2019). Statistical analysis was 
performed with BioStat 2019 software.
Results: The patients on the programmed he-
modialysis had lower values of oscillation ampli-
tude (10.2 ± 0.5  μm and 21.2 ± 2.1  μm, p < 0.001) 
and lower proportion of mobile red blood cells 
(69.5 ± 1.8%, 89.7 ± 9.9%, p < 0.001), compared to 
the control group. Lower values of the oscillation 
amplitude were found in the age group of 25 to 
44  years (9.0 ± 1.0  μm, p < 0.05). There was a  weak 
positive correlation between age and amplitude 
of erythrocyte oscillation (R = 0.20, p < 0.05). There 
were differences in the oscillation amplitude values 
in the patients with various dialysis experience: 1 to 

2 years, 11.3 ± 0.8 μm, 2 to 5 years, 9.9 ± 0.7 μm, 6 to 
10 years, 9.4 ± 1.3 μm, and over 11 years, 7.4 ± 0.9 μm 
(p < 0.05). The duration of dialysis therapy demon-
strated a weak negative correlation with the ampli-
tude of erythrocyte oscillation (R = -0.24, p < 0.01). 
The erythrocyte oscillation amplitude was associ-
ated with systolic blood pressure before hemodi-
alysis procedure (R = 0.34, p < 0.05) and with pulse 
pressure before hemodialysis (R = 0.37, p < 0.05). 
The proportion of mobile erythrocytes correlated 
with parathyroid hormone level (R = 0.32, p < 0.05).
Conclusion: EEM in the patients receiving pro-
grammed hemodialysis have their specific char-
acteristics related to a significant decrease in the 
oscillation amplitude proportional to the effective 
cell charge and lower proportions of mobile eryth-
rocytes compared to those in the healthy control. 
The erythrocyte oscillation amplitude is negative-
ly correlated with age and duration of dialysis ther-
apy and is associated with blood pressure parame-
ters and mineral bone indices.

Key words: electrophoretic mobility shift assay, 
chronic kidney disease, renal dialysis, arterial hy-
pertension, antihypertensive therapy, erythrocyte 
oscillation amplitude, effective cell charge
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Атомно-силовая микроскопия в оценке механических 
свойств мембран эритроцитов при воздействии 
различных физико-химических агентов
Шерстюкова Е.А.1, 2 • Иноземцев В.А.1 • Козлов А.П.2 • Гудкова О.Е.1 • Сергунова В.А.1

Обоснование. Механические свойства мем-
бран клеток и  их структурная организация 
считаются одними из наиболее важных биоло-
гических параметров, влияющих на функцио-
нальное состояние клетки. При воздействии 
патогенных факторов различной природы мем-
браны эритроцитов теряют эластичность. Как 
при этом изменяются их биомеханические ха-
рактеристики – вопрос важный, но малоизучен-
ный. Представляется интересным изучить де-
формацию нативных эритроцитов на глубину, 
соизмеримую с их деформацией в кровотоке.
Цель  – исследовать закономерности глубокой 
деформации и  особенности структурной ор-
ганизации мембран нативных эритроцитов до 
и  после воздействия физико-химических аген-
тов in vitro.
Материал и  методы. Морфологию клеток, 
особенности наноструктуры и  деформации 
мембран нативных эритроцитов в  растворе 
гемоконсерванта CPD/SAGM исследовали с  ис-
пользованием атомно-силового микроскопа 
NTEGRA Prima. В качестве модификаторов при-
меняли гемин, ионы цинка (Zn2+) и  ультрафио-
летовое излучение (УФ). Для характеристики 
жесткости мембраны измеряли силовые кри-
вые F(h), hHz – глубину, до которой процесс по-
гружения зонда описывается взаимодействием 
с однородной средой, а также оценивали вели-
чину модуля Юнга мембраны эритроцитов.
Результаты. Установлено, что воздействие 
гемина, Zn2+ и УФ приводило к трансформации 
формы клеток, возникновению топологических 
дефектов и  изменению механических характе-
ристик мембран эритроцитов. При воздействии 

гемина модуль Юнга увеличился с  10 ± 4 до 
27,2 ± 8,6 кПа (p < 0,001), под влиянием Zn2+ – до 
21,4 ± 8,7  кПа (p = 0,002), УФ  – до 18,8 ± 5,6  кПа 
(p = 0,001). Величина hHz составила 815 ± 210  нм 
для контрольного образца и  уменьшалась по-
сле действия гемина до 420 ± 80  нм (p < 0,001), 
Zn2+ – до 370 ± 90 нм (p < 0,001), УФ – 614 ± 120 нм 
(p = 0,001).
Заключение. Полученные результаты способ-
ствуют более глубокому пониманию процессов 
взаимодействия поверхностей мембран натив-
ных эритроцитов со стенками мелких сосудов 
и могут быть полезны в клинической медицине 
как дополнительные характеристики при оцен-
ке качества эритроцитов, а  также послужить 
основой для биофизических исследований ме-
ханизма действия окислительных процессов 
различного происхождения.

Ключевые слова: атомно-силовая микроско-
пия, деформируемость мембраны, эритроциты, 
гемин, ионы цинка, ультрафиолетовое излуче-
ние, дефекты мембран
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Механические свойства мембран кле-
ток и  их структурная организация 
считаются одними из наиболее важ-
ных биологических параметров, 

влияющих на функциональное состояние клет-
ки, поскольку могут служить пусковым механиз-
мом развития патологических процессов. В этой 
связи ведутся исследования наноструктуры 

и  механических свойств мембран клеток в  раз-
ных условиях: воздействия физико-химических 
факторов, протекания воспалительных процес-
сов в  организме, при различных заболеваниях, 
под действием ионизирующего излучения, гемо-
трансфузии и др.

Эритроциты обладают уникальной способ-
ностью подвергаться клеточной деформации 
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и  проходить через капилляры, размер которых 
меньше их диаметра, и  выполнять свою роль 
в  качестве переносчиков газа между кровью 
и  тканями [1, 2]. Известно, что при микрососу-
дистых заболеваниях, таких как диабетические 
осложнения, при серповидноклеточной анемии 
[3], гипергликемии [4], во время хранения донор-
ской крови [5–7], при воздействии окислителей [1, 
8–14], ионизирующего излучения [15, 16] и других 
факторов изменяются биомеханические характе-
ристики, структура и  упруго-эластичные свой-
ства мембран эритроцитов, что в  дальнейшем 
может привести к снижению скорости капилляр-
ного кровотока и  развитию застойных явлений 
в микроциркуляции.

Механические свойства эритроцитов во мно-
гом определяются жесткостью их мембран и со-
стоянием цитоскелета, выстилающего внутрен-
нюю сторону клетки [17]. Их оценка – технически 
и  методически весьма сложная задача, которая 
может быть решена только путем измерения 
свойств нативных клеточных мембран [7, 18], ис-
ключая применение мембранных фиксаторов [19, 
20]. Только в этом случае результат будет макси-
мально приближен к  характеристикам живого 
биологического объекта. Однако остается не-
ясным, сохраняют ли эритроциты способность 
претерпевать значительные деформации, соизме-
римые с деформацией в капиллярном русле. Для 
решения данной задачи наиболее перспективным 
представляется метод атомно-силовой спектро-
скопии.

Цель – исследовать закономерности глубокой 
деформации и особенности структурной органи-
зации мембран нативных эритроцитов до и после 
воздействия патогенных факторов in vitro.

Материал и методы
На рис. 1  дана схема эксперимента. Все экспе-
рименты проводили in vitro. На первом этапе 
эксперимента удаляли остатки консервирую-
щего раствора путем трехкратного центрифуги-
рования 200  мкл эритроцитной взвеси (ЭВ) при 
1500 об/5 минут в фосфатно-солевом буфере (PBS) 
pH 7,4 (MP Biomedicals, Франция). На втором эта-
пе к эритроцитам добавляли различные модифи-
каторы или воздействовали ультрафиолетовым 
излучением (УФ).

Для экспериментов использовали ЭВ в  гер-
метичных контейнерах с  антикоагулянтом CPD 
и  ресуспендирующим раствором SAGM. ЭВ по-
лучали в  центрах переливания крови г. Москвы 
и хранили при 4 °С. Для экспериментов применя-
ли ЭВ 2–5 суток хранения.

На мембраны эритроцитов воздействовали 
различными физико-химическими агентами: ге-
мином (природный окислитель), ионами тяже-
лых металлов (Zn2+) и УФ.

В первой серии экспериментов использовали 
сухой гемин (Sigma, США). Для приготовления 
рабочего раствора А  растворяли 200  мг NaOH 
в  10  мл дистиллированной воды. Затем приго-
тавливали раствор В. Для этого 50 мг сухого ге-
мина растворяли в 1 мл раствора А и добавляли 
5 мл дистиллированной воды. Раствор В вводили 
в объеме 50 мкл в пробирки с ЭВ. Время воздей-
ствия составило 15 минут.

Во второй серии экспериментов использо-
вали Zn2+. Для приготовления модификатора 
растворили 180  мг ZnSO4 (Sigma, США) в  10  мл 
фосфатного буфера pH 7,4. Затем 10  мкл полу-
ченного раствора добавили в 100 мкл эритроци-
тов. Концентрация ионов Zn2+ составляла 4 мМ. 
Время воздействия – 15 минут.

В третьей серии экспериментов в  качестве 
источника УФ использовался ультрафиолетовый 
бактерицидный облучатель (ОРУБп-3-3 фир-
мы «КРОНТ», Россия). Длина волны излучения 
λ = 254  нм, энергия фотона E = 4,8  эВ. Площадь 
облучаемой поверхности суспензии в кювете S = 
12,6  см2. Для обеспечения однородности облу-
чения 150 мкл ЭВ разбавляли в 50 мл PBS рН 7,4. 
Облучали 20 мл суспензии в течение 30 минут.

Для получения монослоя клеток использова-
ли устройство V-Sampler (Vision, Австрия).

Для исследования механических свойств мем-
бран приготавливали суспензию эритроцитов. 

Рис. 1. Схема эксперимента; АСМ – атомно-силовая микроскопия, АСС – атомно-силовая 
спектроскопия, УФ – ультрафиолетовое излучение, ЦФ – центрифуга, ЭВ – эритроцитная 
взвесь
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Для этого 50 мкл эритроцитов добавляли в 10 мл 
PBS. Затем 200 мкл полученной суспензии нано-
сили на покровные стекла, предварительно по-
крытые раствором полилизина (MP Biomedicals, 
Франция), и  оставляли на 30  минут для осаж-
дения клеток. Полученный образец промывали 
в  PBS в  течение 10  секунд, после чего измеряли 
силовые кривые.

Атомно-силовой микроскоп (АСМ) NTEGRA 
Prima (NT-MDT Spectrum Instruments, Россия) 
использовался для получения изображения 
клеток, их наноструктуры, а  также для измере-
ния жесткости мембран нативных эритроцитов. 
Изображения получали с  помощью кантилеве-
ров NSG01 с  золотым отражающим покрытием, 
радиусом зонда 10 нм и коэффициентом жестко-
сти 5 Н/м (TipsNano, Эстония). В полуконтактном 
режиме сканировали поля размером от 50 × 50 до 
2 × 2  мкм2. Для каждого изображения устанав-
ливалось количество точек от  512 до  1024. Для 
измерения механических свойств мембран эри-
троцитов использовали кантилеверы SD-R150-
T3L450B-10 (Nanosensors, Швейцария) с радиусом 
зонда 150 нм и коэффициентом жесткости 1 Н/м.

Поверхность мембраны эритроцитов 
представляет собой сложную неоднородную 
структуру. С  помощью пространственного 
преобразования Фурье сложное изображение на-
ноповерхности мембран эритроцитов, получен-
ное на АСМ, раскладывалось на поверхности двух 
порядков. При этом спектральное окно с низкими 
пространственными частотами (0,002–0,001 нм-1) 
давало возможность получить изображения мем-
бранных структур с большим пространственным 
периодом, а спектральное окно с высокими часто-
тами (0,02–0,003  нм-1)  – изображения мембран-
ных структур с  небольшим пространственным 
периодом. Параметры пространственных мас-
штабов подбирались в соответствии с природны-
ми структурами мембран эритроцитов.

Разложение наноповерхности осуществляли 
в несколько этапов. На первом этапе с помощью 
АСМ было получено изображение наноповерх-
ности мембран клеток размером от 2 × 2  мкм2. 
Полученное изображение обозначали как П0. 
На втором этапе производилось разложение ис-
ходной поверхности П0 на сумму поверхностей 
двух пространственных масштабов (П1 + П2). 
Каждая из полученных поверхностей соответ-
ствует физиологическим структурам мембран 
эритроцитов  – зонам фликкеринга эритроцита 
(П1), цитоскелету (П2). Далее пространственные 
масштабы П1 и  П2 были названы как порядок. 
Для получения поверхности первого порядка П1 

выполняли сглаживание изображения исходной 
поверхности П0 в  программе FemtoScan Online. 
Для мембран клеток использовали сглаживаю-
щий фильтр с маской 9 точек. Затем из изображе-
ния П0 вычитали П1 и получали изображение П2, 
которое сглаживали фильтром с маской 3 точек. 
Таким образом получалось изображение второго 
порядка П2.

Более подробное разложение исходной по-
верхности на сумму поверхностей трех про-
странственных периодов описано в  работе [21]. 
На каждом полученном изображении поверхно-
сти первого и  второго порядков были измерены 
типовые параметры топологических нанострук-
тур: средняя высота h  впадины до максимумов 
и пространственный период L между максимума-
ми структуры.

Механические свойства мембран эритроци-
тов определяли по силовым кривым, получен-
ным в результате прогиба мембраны внутрь клет-
ки под действием приложенной силы. Модуль 
Юнга E (кПа) использовался для оценки жестко-
сти мембран эритроцитов на основе модели Герца 
[22], описывающей упругую деформацию двух 
контактирующих тел [19, 23–25]:

 F = ⁴⁄3ER0,5h1,5, (1)

где E – модуль Юнга материала, R – радиус зонда, 
h – глубина прогиба мембраны. При этом делает-
ся предположение, что эритроцит является одно-
родным материалом при малых глубинах прогиба 
по сравнению с толщиной всей клетки, а зонд не 
деформируется, и  нет никаких дополнительных 
взаимодействий между зондом и образцом (мем-
браной эритроцитов). Следовательно, если сте-
пень при h не равна 1,5, то взаимодействие про-
исходит с  неоднородным материалом. Именно 
поэтому экспериментальные силовые кривые F(h) 
также аппроксимировали функцией вида:

 F(h) = ahb, (2)

где a – некоторый коэффициент, h – глубина про-
гиба мембраны, b– показатель степени функции. 
Степень b определяли пошагово для различных 
глубин прогиба мембраны hi с  шагом Δh = 5  нм. 
Вычисление b производили от глубины hмакс до 
глубины hi, на которой показатель степени функ-
ции (2) совпадает с показателем в формуле Герца, 
то есть b = 1,50. Эту глубину прогиба будем назы-
вать hHz.

Другими словами, глубина hHz  – это наи-
большая глубина погружения зонда в  мембрану 
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эритроцита, где мембрану можно рассматривать 
как однородную линейную упругую среду. На 
глубине hHz экспериментальная кривая F(h) под-
чиняется модели Герца.

Для каждого образца было приготовлено 
по 3  мазка с  монослоями эритроцитов. На ка-
ждом мазке было просканировано по 5  АСМ-
изображений размером 50 × 50 мкм2. Для анализа 
наноструктуры мембран эритроцитов сканиро-
вался участок размером 2 × 2 мкм2 на 30 клетках 
для каждого образца. Всего было проанализиро-
вано 360 участков мембран.

В режиме атомно-силовой спектроскопии 
действовали на клетки с заданной силой F и по-
лучали силовые кривые. На каждом образце из-
меряли по 100  нативных клеток. Для каждой 
эмпирической кривой I(Z) делали переход к зави-
симости F(h) для расчета модуля Юнга мембран 
эритроцитов [19, 26]. Всего в исследовании было 
проанализировано 400 нативных клеток.

Этическая экспертиза. Протокол исследо-
вания одобрен этическим комитетом ФНКЦ РР 
(протокол № 2/20 от 10.06.2020).

Статистическая обработка полученных 
результатов была выполнена с  помощью про-
граммы OriginPro 2019 (OriginLab Corporation, 
США). Статистические данные представлены 
как среднее со стандартным отклонением (M ± σ). 
Непрерывные переменные предварительно ана-
лизировали на нормальность распределения при 
помощи теста Шапиро  – Уилка. Для проверки 
значимости различия между средними в  раз-
ных группах использовали программу ANOVA 
и  критерий Краскела  – Уоллиса с  поправкой 
Бонферрони. Различия считали статистически 
значимыми при p < 0,05.

Результаты
Для каждой измеренной в эксперименте силовой 
кривой были определены модуль Юнга E и глуби-
на hHz.

В контрольном образце наблюдались дво-
яковогнутые дискоциты. Размер клеток был 
8,5 ± 0,7  мкм. Пространственный период L нано-
поверхности мембраны, показанный на рис. 2Б, 
составлял 74,8 ± 12,1 нм, а высота ее шероховато-
сти h не превышала 2 ± 1 нм.

При этом по 100  измеренным силовым кри-
вым жесткость мембран контрольных эритроци-
тов составила 10 ± 4  кПа, а  глубина однородной 
деформации hHz – 815 ± 210 нм (рис. 3).

После воздействия на мембраны эритроцитов 
гемином, ионами Zn2+, УФ-излучением наблюда-
ли изменения собственных параметров мембран. 

Выбранные агенты имели различную физико-хи-
мическую природу и  разные механизмы дей-
ствия. На рис. 2 показаны характерные формы 
клеток, параметры наноструктуры и их профили 
соответственно.

Гемин – окислитель биологических структур, 
в  частности, изменяющий морфологию эритро-
цитов. Гемин влияет на конформацию спектри-
на, белковой полосы 4.1 и ослабляет связи между 
ними [27, 28]. В  результате воздействия гемина 
дискоциты превращались в  планоциты с  дефек-
тами на мембране. На рис. 2А показана типо-
вая клетка после действия гемина и ее профиль. 
Гемин приводил к  формированию зерен на по-
верхности мембраны. Типичный размер зерна 
был 160 ± 40 нм. Высота каждого зерна составляла 
12 ± 5  нм. Топологические зерна были организо-
ваны на клеточной мембране в  виде отдельных 
доменов. Размеры доменов варьировались от  300 
до 1500 нм.

Воздействие гемина вызывало рост модуля 
Юнга E по сравнению с контролем до 27,2 ± 8,6 кПа 
(p < 0,001), а глубина прогиба мембраны уменьши-
лась до hHz = 420 ± 80 нм (p < 0,001) (см. рис. 3).

Ионы Zn2+ вызывают изменение вторичных 
белковых структур и  приводят к  их агрегации 
[29, 30]. АСМ-изображение характерной клетки 
и  ее профиль после действия Zn2+ представле-
ны на рис. 2А. Характерные высоты h = 17 ± 5 нм 
и  пространственные периоды L = 240 ± 60  нм 

Рис. 2. Эритроциты после воздействия гемина, Zn2+ и ультрафиолетового излучения (УФ): 
А – атомно-силовая микроскопия (АСМ): 3D-изображения типовых форм клеток (сверху) 
и их профиль (снизу); Б – АСМ-изображение второго порядка П2 и соответствующие 
профили. Приведены цветовые шкалы, соответствующие разным высотам

Контроль
АА

ББ

Гемин Zn2+ УФ
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наноструктуры указывали на то, что воздействие 
ионов цинка не только вызывает изменение фор-
мы клеток, но и повреждает мембранную струк-
туру (см. рис. 2Б). Воздействие цинка увеличива-
ло фликкеринг мембраны, нарушало структуру 
цитоскелета и  вызывало агрегацию белков. При 
этом на АСМ-изображениях наблюдались дефек-
ты в виде провалов и пор глубиной до 40–60 нм 
и диаметром 500–700 нм.

Величина модуля Юнга при действии цин-
ка составила 21,4 ± 8,7  кПа (p = 0,002). Кроме 
того, воздействие ионов Zn2+ вызвало уменьше-
ние глубины прогиба hHz до 370 ± 90нм (p < 0,001) 
(см. рис. 3Б).

Воздействие УФ-излучения приводит к  акти-
вации активных форм кислорода в  крови и  тем 
самым к  развитию окислительных процессов 
[31, 32]. В  результате воздействия УФ на кровь 
возникал полиморфизм клеток, появлялись де-
фекты на мембране эритроцитов (см. рис. 2А). 
Дискоциты трансформировались в стоматоциты, 
эхиноциты, сфероэхиноциты, сфероциты, тени. 
На рис. 2 показан типичный эхиноцит размером 
9,3 мкм, высота которого 900 нм. А  жесткость 
мембран эритроцитов увеличивалась в  1,8  раза 
до 18,8 ± 5,6  кПа (р = 0,001), при этом глубина hHz 
составила 614 ± 120 нм (p = 0,001).

Обсуждение
Механические свойства мембран эритроцитов, 
наряду с морфологией клеток и наноструктурой 
их мембран, в  большой степени определяют ре-
ологические свойства крови в  целом. В  частно-
сти, от деформируемости эритроцитов зависит 
их способность проникать в  русло капилляров 
и осуществлять газообмен [2].

В настоящем исследовании мы оценивали 
жесткость мембран эритроцитов, способность 
мембраны прогибаться внутрь клетки, а  также 
изменение морфологии и  наноструктуры по-
сле воздействия различных физико-химических 
факторов. Эндогенные и экзогенные факторы мо-
гут влиять на форму эритроцитов и превращать 
их из дискоцитов в другие формы клеток за счет 
изменения белковых структур мембраны [3, 5, 
15, 30]. Мембрана эритроцитов более чем на 50% 
состоит из белков, играющих ключевую роль во 
многих процессах жизнедеятельности клетки. 
К  основным компонентам белкового цитоскеле-
та эритроцитов относятся спектрин, белковые 
комплексы актина, белок 4.1R, анкирин, а также 
связанные с  ними тропомиозин, тропомодулин, 
аддуцин и  дематин. Нарушение связей между 
этими компонентами может вызвать образование 
дефектов, провалов на мембране или агрегацию 
ее белковых структур, которые в конечном счете 
приведут к изменению формы клетки.

Другими авторами было показано, что форма 
клеток и  их деформационная способность изме-
няются. Так, у больных сахарным диабетом отме-
чалось снижение деформационной способности 
эритроцитов, а  форма клеток становилась более 
вытянутой и  сильно отличалась от контрольной 
группы [5, 33]. В  работе [34] установлено, что 
у  пациентов, находящихся в  критических состо-
яниях, происходили патологические изменения 
морфологии и  наноструктуры эритроцитов, при 
этом механические свойства не оценивались. При 
исследовании влияния рентгеновского излучения 
на эритроциты оказалось, что жесткость клеток 
увеличивается в  несколько раз [15, 16]. Согласно 
результатам ряда исследований, изучавших дли-
тельное хранение эритроцитной взвеси, было уста-
новлено, что по мере хранения эритроциты транс-
формировались преимущественно в  эхиноциты 
и  сфероэхиноциты и  одновременно наблюдалось 
увеличение жесткости мембран эритроцитов [6, 7].

При анализе механических свойств мембран 
эритроцитов необходимо иметь в  виду, что мем-
брана представляет собой сложную структуру. 
Следовательно, при погружении зонда в  клетку 
слои мембраны будут обладать разными механи-
ческими свойствами, и  только на определенной 
глубине (на глубине hHz) мембрана будет деформи-
роваться однородно и описываться моделью Герца. 
Именно поэтому в  нашей работе была проведена 
оценка глубины hHz для каждого образца. Данный 
параметр имеет важное значение для реологии кро-
ви. При прохождении через капилляр диаметром 
около 5  мкм эритроциту необходимо изогнуться 

Рис. 3. Изменение модуля Юнга Е (А) и глубины hHz (Б) эритроцитов после воздействия 
гемина, Zn2+ и ультрафиолетовым излучением (УФ): А – данные в прямоугольниках 
представлены от 25- до 75-го процентиля со стандартным отклонением, горизонтальная 
линия показывает медианное значение, экспериментальные данные показаны точками;  
Б – экспериментальные данные изменения глубины hHz; по оси абсцисс – 
экспериментальные образцы, по оси ординат – глубины hHz (нм); * p < 0,001, ** p < 0,01 по 
сравнению с контрольным образцом
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с  каждой стороны примерно на 600–1000  нм. 
В этой связи важно было не только понять, как воз-
действие различных физико-химических агентов 
влияет на мембрану, но и  узнать, какое действие 
они оказывают на деформационную способность 
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мацией в капилляре.

Заключение
С помощью атомно-силовой микроскопии мы 
показали, что воздействие гемина, ионов Zn2+ 
и  УФ-излучения приводило к  изменению фор-
мы клеток и наноструктуры их мембран с обра-
зованием топологических локальных дефектов. 
Методом атомно-силовой спектроскопии было 
установлено увеличение жесткости мембран эри-
троцитов для всех опытных образцов, при этом 
глубина однородной деформации становилась 
меньше. Таким образом, действие различных фи-
зико-химических агентов на эритроциты может 
не только вызвать изменения формы клеток и их 
мембран, но и существенно изменить их механи-
ческие свойства. Полученные результаты способ-
ствуют более глубокому пониманию процессов 
взаимодействия поверхностей мембран натив-
ных эритроцитов со стенками мелких сосудов 
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действия окислительных процессов различного 
происхождения. 
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Background: Mechanical properties of cell mem-
branes and their structural organization are con-
sidered among the most important biological pa-
rameters affecting the functional state of the cell. 
Under the influence of various pathogenic factors, 
erythrocyte membranes lose their elasticity. The 
resulting changes in their biomechanical charac-
teristics is an important, but poorly studied topic. 
It is of interest to study the deformation of native 
erythrocytes to a depth compatible with their de-
formation in the bloodstream.
Aim: To investigate the patterns of deep deforma-
tion and the particulars of structural organization 
of native erythrocyte membranes before and after 
their exposure to physicochemical agents in vitro.
Materials and methods: Cell morphology, nano-
structure characteristics, and membrane deforma-
tion of native erythrocytes in a  solution of hemo-
conservative CPD/SAGM were studied with atomic 
force microscope NTEGRA Prima. Hemin, zinc ions 
(Zn2+), and ultraviolet (UV) radiation were used as 
modifiers. To characterize the membrane stiffness, 
we measured the force curves F(h), hHz (the depth to 
which the probe immersion is described by interac-
tion with a homogeneous medium), and the Young's 
modulus values of the erythrocyte membrane.
Results: Exposure to hemin, Zn2+ and UV radiation 
led to transformation of the cell shape, appearance 
of topological defects and changes in mechanical 
characteristics of erythrocyte membranes. Under 
exposure to hemin, Young's modulus increased 

from 10 ± 4  kPa to 27.2 ± 8.6  kPa (p < 0.001), ex-
posure to Zn2+, to 21.4 ± 8.7  kPa (p = 0.002), and 
UV, to 18.8 ± 5.6  kPa (p = 0.001). The hHz value 
was 815 ± 210  nm for the control image and de-
creased under exposure to hemin to 420 ± 80 nm 
(p < 0.001), Zn2+, to 370 ± 90 nm (p < 0.001), and UV, 
to 614 ± 120 nm (p = 0.001).
Conclusion: The results obtained contribute to 
a  deeper understanding of interaction between 
membrane surfaces of native erythrocytes and 
small vessel walls. They can be useful in clinical 
medicine as additional characteristics for assess-
ment of the quality of packed red blood cells, as 
well as serve as a basis for biophysical studies into 
the mechanisms of action of oxidative processes of 
various origins.

Key words: atomic force microscopy, membrane 
deformability, erythrocytes, hemin, zinc ions, ul-
traviolet radiation, membrane defects
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Визуальная и акустическая обратная 
связь по опорной реакции для нижних 
и верхних конечностей на примере 
пациентки после инсульта
Исакова Е.В.1 • Егорова Ю.В.1

Инсульт  – основная причина инвалидности 
взрослого населения в  мире. Последствия ин-
сульта могут включать в  себя различные нару-
шения  – двигательные, когнитивные, эмоцио-
нально-поведенческие расстройства, что ведет 
к снижению активности больного в повседнев-
ной жизни, нарушению способности к  само-
обслуживанию, а  также негативно влияет на 
качество жизни. В  настоящей статье дано опи-
сание клинического случая применения новой 
комплексной программы нейрореабилитаци-
онного лечения у пациентки в раннем восстано-
вительном периоде ишемического инсульта со 
спастическим гемипарезом, умеренными ког-
нитивными и  аффективными расстройствами. 
Программа нейрореабилитации основана на 
использовании биологической обратной связи 
по опорной реакции с применением слухового 
и  зрительного каналов, где последовательно 
применяются классические статические и дина-
мические стабилометрические тренинги в  по-
ложении больного стоя на платформе, а  также 
занятия с использованием силового джойстика 
для верхней конечности в положении больного 
сидя. Кроме того, комплексная программа вклю-
чала в  себя занятия с  логопедом-нейропсихо-
логом и  занятия лечебной физкультурой. В  ре-
зультате лечения отмечено улучшение общего 

состояния пациентки, восстановление функции 
движения верхней конечности, нормализация 
когнитивных функций, регресс аффективных 
расстройств. Полученный в  ходе лечения эф-
фект был стойким, при оценке неврологическо-
го статуса в динамике через 3 месяца прогрес-
сирования неврологической симптоматики не 
выявлено. Таким образом, комплексное вос-
становительное лечение, основанное на ком-
бинации повышенной физической активности 
с сенсорной стимуляцией, задачами для когни-
тивных функций, может способствовать хоро-
шему восстановлению после инсульта.

Ключевые слова: инсульт, нейрореабилитация, 
постинсультные нарушения, биологическая об-
ратная связь по опорной реакции, стабиломе-
трия, силовой джойстик для верхней конечности
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Инсульт выступает одной из ведущих 
причин смертности и  инвалидности 
в  мире, в  настоящее время масштаб 
проблемы оценивается специалиста-

ми как всемирная неинфекционная эпидемия [1, 
2]. Медико-социальные последствия инсульта 

колоссальны: 31%  больных, перенесших ин-
сульт, нуждается в посторонней помощи, 20% не 
могут самостоятельно ходить, у больных разви-
ваются когнитивные (40–70%) и  аффективные 
(29–36%) расстройства, только 8%  выживших 
способны вернуться к прежней работе [3, 4].
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Установлено, что одна из наиболее частых 
причин стойкой утраты трудоспособности –на-
рушение движений в  руке. Полное восстанов-
ление моторной функции верхней конечности 
после инсульта отмечается не более чем у  20%, 
при этом ее сохранность, наряду с  адекватной 
когнитивной деятельностью и стабильным эмо-
циональным состоянием, служит важным пре-
диктором повышения функциональной актив-
ности, расширения возможностей эффективной 
медицинской реабилитации и  процесса ресо-
циализации больного [5]. Нарушение нормаль-
ного функционирования верхней конечности, 
утрата ее базовых функций, включая снижение 
способности достичь цель «объект», проводить 
с объектом манипуляции, осуществлять содру-
жественные координированные движения обе-
их рук, затрудняют выполнение самых простых 
привычных бытовых навыков, таких как прием 
пищи, переодевание, поддержание личной гиги-
ены и др., что, безусловно, негативно влияет на 
состояние больного, ухудшая качество его жиз-
ни [6, 7].

Эффективное восстановление функции 
верхней конечности неразрывно связано с ком-
пенсацией когнитивного дефицита и  коррек-
цией эмоционального статуса. Исследования 
последних десятилетий, обосновывая важность 
когнитивной обработки любого движения и со-
провождающей его эмоциональной окраски, 
убедительно демонстрируют координирующую 
роль высших психических функций в моделиро-
вании этапов функционального восстановления 
[8, 9], что определяет построение оптимальной 
программы нейрореабилитации после инсуль-
та, основываясь не исключительно на контексте 
двигательной парадигмы, но и  на компонентах 
мультимодального эффекта, формируя взаимо-
действие с контрольными сенсомоторными сиг-
налами, объединяющими планирование движе-
ния, его осознание, тренируя память, внимание, 
повышая мотивацию [10].

Перспективным представляется исполь-
зование комплексных подходов, обосновыва-
ющих применение различных по физической 
природе стимуляций как составной части ком-
пьютерных технологий в целях максимального 
вовлечения всех анализаторных систем в  реа-
билитационный процесс. При этом значитель-
но расширяются возможности воздействия 
на сенсорные системы при использовании 
биологической обратной связи (БОС). БОС по 
опорной реакции активно внедряется в  реаби-
литационный процесс, позволяя выполнять 

разноплановые задачи, начиная от выработки 
устойчивости при поддержании вертикальной 
позы, уменьшения выраженности головокру-
жения, аффективных и  невротических реак-
ций, повышения стабильности вегетативного 
обеспечения и заканчивая когнитивной стиму-
ляцией и коррекцией речевой функции [11, 12]. 
В  ходе выполнения тренировок включаются 
различные каналы – и зрительный, и слуховой, 
обеспечивающие БОС в  доступной игровой 
форме. Разрабатываются новые более универ-
сальные мобильные установки, расширяющие 
возможности применения силовых платформ, 
например, с  использованием силового джой-
стика для восстановления двигательных функ-
ций верхней конечности [13, 14].

Учитывая вышеизложенное, представляет-
ся интересным опыт применения в  комплекс-
ной программе нейрореабилитации тренингов 
с  БОС по опорной реакции в  стандартном по-
ложении пациента стоя на стабилометрической 
платформе, которые реализуются в  стандарт-
ной 2D-виртуальной среде, а  также в  совокуп-
ности с применением легкого, более мобильного 
варианта платформы с  силовым джойстиком 
для верхней конечности. Комплексная про-
грамма также включает в себя занятия с логопе-
дом-нейропсихологом и лечебную физкультуру, 
что позволяет добиться мультимодального воз-
действия, стимулирующего процессы восста-
новления в головном мозге после перенесенного 
церебрального инсульта [15, 16].

Клиническое наблюдение
Пациентка Д. 59  лет находилась на стационарном 
лечении в  неврологическом отделении МОНИКИ 
им. М.Ф. Владимирского со следующим диа-
гнозом: «Последствия перенесенного ишеми-
ческого инсульта в  вертебрально-базилярном 
бассейне на фоне гипертонической болезни, атеро-
склероза, ишемической болезни сердца, сахарного 
диабета 2-го  типа. Атеротромботический подтип 
по TOAST. Левосторонний спастический гемипа-
рез с  умеренным нарушением функции движения. 
Дизартрия. Оценка состояния по шкале Рэнкина  – 
3 балла».

При поступлении пациентка предъявляла жа-
лобы на слабость и  онемение в  левых конечностях, 
снижение памяти, повышение артериального давле-
ния, головокружение, неустойчивость, шаткость при 
ходьбе, смазанную, нечеткую речь.

Анамнез заболевания. При внезапном раз-
витии слабости в  левых конечностях, наруше-
нии речи, системном головокружении, шаткости, 
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на фоне повышения артериального давления до 
170/100  мм рт. ст. пациентка бригадой скорой ме-
дицинской помощи была госпитализирована в  от-
деление для больных с  острыми нарушениями 
мозгового кровообращения лечебно-профилакти-
ческого учреждения по месту жительства, где про-
ходила лечение с  диагнозом «ишемический инсульт 
в  вертебрально-базилярном бассейне. Центральный 
гемипарез слева с  выраженным нарушением функ-
ции движения». По данным компьютерной томогра-
фии головного мозга отмечены признаки острого 
нарушения мозгового кровообращения по ишемиче-
скому типу в области правых отделов моста на фоне 
единичных мелкоочаговых изменений вещества 
головного мозга сосудистого генеза, а  также уме-
ренные явления перивентрикулярного лейкоареоза. 
По данным дуплексного сканирования магистраль-
ных артерий головы: облитерирующий атероскле-
роз брахиоцефальных артерий. Изгиб позвоночных 
артерий в  первом сегменте с  обеих сторон. Стеноз 
общей сонной артерии в  области бифуркации спра-
ва 20%. Стеноз внутренней сонной артерии справа 
20%. По окончании острого периода пациентка была 
переведена в  неврологическое отделение МОНИКИ 
им. М.Ф. Владимирского для проведения реабилита-
ционного лечения.

Анамнез жизни: росла и  развивалась в  соот-
ветствии с  возрастом. Перенесенные заболевания 
и  операции: ишемическая болезнь сердца, гиперто-
ническая болезнь 3-й стадии, 3-й степени, сахарный 
диабет 2-го типа, экзогенное ожирение 2-й степени. 
Образование высшее, работала инженером. В насто-
ящее время не работает, на пенсии, инвалид 3-й груп-
пы. Замужем, имеет двух детей – дочь 38 лет и сына 
34 лет. Вредные привычки отрицает.

Состояние пациентки при поступлении было 
удовлетворительным: артериальное давление 
130/80  мм рт. ст., частота сердечных сокраще-
ний 70  ударов в  минуту. Сознание ясное (15  бал-
лов по шкале комы Глазго), пациентка активна. 
Органы и системы – без существенных отклонений. 
Неврологический статус: общемозговых и  менин-
геальных симптомов нет. Черепно-мозговые нервы: 
глазные щели d = s, движения глазных яблок в  пол-
ном объеме. Нистагма нет. Фотореакции d = s, живые. 
Реакция на конвергенцию и аккомодацию сохранена. 
Лицо симметричное. Язык по средней линии, движе-
ние языка не ограничено. Речь дизартрична. Объем 
пассивных движений полный. Сила мышц в  верх-
них конечностях D  – 5  баллов, S  – 3  балла; в  ниж-
них конечностях D  – 5  баллов, S  – 3,5  балла. Тонус 
в  левых конечностях повышен по спастическому 
типу. Оценка уровня спастичности по шкале мышеч-
ной спастичности Эшворта – 3 балла. Двигательная 

функция руки по шкале Фугл-Мейера  – 46  баллов. 
Верхняя и  нижняя проба Барре  – положительная 
слева. Периостальные и сухожильные рефлексы d < s, 
средней живости. Патологические стопные знаки от-
сутствуют. Координаторные пробы (пальценосовую, 
пяточноколенную) выполняет справа удовлетвори-
тельно, слева с  мимопопаданием. В  позе Ромберга 
неустойчива (падает в  стороны, больше влево). 
Походка атактическая. Самостоятельно передвига-
ется с  опорой, при ходьбе по улице использует па-
лочку, по отделению ходит, опираясь рукой о стену. 
Чувствительные нарушения: левосторонняя болевая 
гемигипестезия. Тазовые функции контролирует.

Оценка нейропсихологического статуса: пациент-
ка доступна вербальному контакту. В месте, времени 
и  собственной личности ориентирована, критична, 
обращенную речь понимает полностью, собствен-
ная речь замедленная, смазанная, пытается подби-
рать слова, удобные для произнесения, делает паузу, 
чтобы правильно сказать. Со слов родственников, 
обслуживать себя в полной мере не может, старается 
помогать родным по дому, но получается плохо из-за 
наличия гемипареза, быстрой утомляемости. Оценка 
по IQCODE (Informant Questionnaire on Cognitive 
Decline in the Elderly – Опросник родственника о ког-
нитивном снижении у пожилого человека) – 81 балл, 
что свидетельствовало о  развитии когнитивных на-
рушений после инсульта. Оценка по шкале MMSE 
(Mini-Mental State Examination – Краткая шкала оцен-
ки психического статуса) – 25 баллов, по шкале MoCA 
(Montreal Cognitive Assessment  – Монреальская ког-
нитивная шкала)  – 23  балла (умеренное снижение 
когнитивных функций). Оценка по тесту Шульте  – 
среднее время, затраченное на попытку, составило 
79  секунд; тест «Повторение цифр в  прямом и  об-
ратном порядке» (субтест VI теста Векслера) – в пря-
мом порядке может повторить цепочку из 4  цифр, 
в обратном – из 3; тест на фонетическую и семанти-
ческую речевую активность  – 9  и  13  слов соответ-
ственно; тест «Символы и цифры» – 30 символов за 
90 секунд; тест «Заучивание 10 слов» по Лурия: после 
1-го  повторения  – 2  слова, после 2-го  – 3  слова, по-
сле 3-го – 4 слова, после 4-го – 5 слов, после 5–6-го – 
6 слов, после 7-го – 7 слов, после 8-го – 8 слов, после 
9-го  – 9  слов, после 10  повторений  – 10  слов, через 
1  час  – 4  слова; тест Струпа: 1-я  картинка (чтение 
названий цветов, черно-белая) – 55 секунд, 2-я кар-
тинка (названия цветов у цветных фигур) – 70 секунд 
(2  ошибки), 3-я  картинка (название цвета, которым 
написано слово (цветные слова)) – 130 секунд, 8 оши-
бок; тест «Кубики Коса» – 28 баллов.

Фон настроения снижен, раздражительна, слез-
лива, эмоционально лабильна, фиксирована на сво-
ем состоянии. Субклинически выражена тревога 
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и  депрессия по шкале HADS (Hospital Anxiety and 
Depression Scale – Госпитальная шкала тревоги и де-
прессии): уровень тревоги  – 10  баллов, уровень де-
прессии  – 9  баллов; по шкале Бека  – легкая депрес-
сия (15 баллов), легкая тревога (7 баллов). Оценка по 
шкале Рэнкина  – 3  балла. Индекс повседневной ак-
тивности Бартела – 90 баллов. Оценка качества жиз-
ни по опроснику SF-36: физическое функциониро-
вание – 60 баллов, ролевое функционирование – 25, 
боль – 74, общее здоровье – 65, жизнеспособность – 
75, социальное функционирование – 50, эмоциональ-
ное функционирование – 66,7, психологическое здо-
ровье – 52 балла.

Курс нейрореабилитационного лечения включал 
проведение тренинга с применением силового джой-
стика для верхней конечности на базе статической 
стабилометрической платформы с  БОС по опорной 
реакции с использованием в процессе тренинга зри-
тельных и  слуховых каналов. Затем проводилось 
занятие в  положении стоя на стабилометрической 
платформе с  БОС по опорной реакции с  использо-
ванием в процессе тренинга зрительных и слуховых 
каналов [16, 17]. Программа завершалась выполне-
нием общеукрепляющих упражнений лечебной физ-
культуры, занятием с  логопедом-нейропсихологом. 
Пациентка получала стандартную фармакотерапию 
с  применением антиагрегантных, гипотензивных, 
гиполипидемических препаратов.

При выписке отмечалось улучшение самочув-
ствия, настроения, улучшилась память, концентра-
ция внимания, уменьшилась общая слабость, со-
хранялась шаткость, но уверенность при движении 
немного возросла  – увеличилась сила в  левых ко-
нечностях, пациентка стала реже использовать сред-
ства дополнительной опоры при ходьбе, старалась 
обходиться без них, уменьшился уровень спастич-
ности (2  балла по шкале мышечной спастичности 
Эшворта), увеличился объем и улучшились функции 
движения в  левой руке, при оценке по шкале Фугл-
Мейера (оценка двигательной функции руки) наблю-
далось увеличение показателя до 53 баллов.

При проведении нейропсихологического тести-
рования после лечения отмечена положительная 
динамика: оценка по шкале MoCA составила 26 бал-
лов, по тесту Шульте среднее время, затраченное на 
попытку, составляло 70  секунд; тест «Повторение 
цифр в прямом и обратном порядке» (субтест VI те-
ста Векслера)  – в  прямом порядке может повторить 
цепочку из 5 цифр, в обратном – из 4; тест на фоне-
тическую и  семантическую речевую активность  – 
12  и  18  слов соответственно; тест «Символы и  циф-
ры»  – 36  символов за 90  секунд; тест «Заучивание 
10  слов» по Лурия: после 1-го  повторения  – 3  сло-
ва, после 2-го  – 4  слова, после 3-го  – 5  слов, после 

4-го – 6 слов, после 5-го – 8 слов, после 6–8-го – 9 слов, 
после 9–10 повторений – 10 слов, через 1 час – 5 слов; 
тест Струпа: 1-я  картинка (чтение названий цветов, 
черно-белая)  – 45  секунд, 2-я  картинка (названия 
цветов у  цветных фигур)  – 70  секунд (1  ошибка), 
3-я  картинка (название цвета, которым написано 
слово (цветные слова)) – 100 секунд (2 ошибки); тест 
«Кубики Коса»  – 32  балла. При оценке по шкале 
HADS у  пациентки отмечалось уменьшение показа-
телей уровня депрессии (7  баллов), уровня тревоги 
(5 баллов). По шкале Бека для оценки депрессии и по 
шкале тревоги Бека отмечено снижение показате-
лей (10 и 4 балла соответственно). Оценка по шкале 
Рэнкина составила 3 балла. Индекс повседневной ак-
тивности Бартела увеличился до 95 баллов.

Через 3  месяца на визите пациентки в  клинику 
была проведена оценка динамики состояния. Со слов 
больной, отметила значительное улучшение общего 
самочувствия, повышение настроения, уменьшилось 
ощущение слабости, отсутствия сил, улучшилась па-
мять и  концентрация внимания, появилась уверен-
ность при ходьбе, уменьшилась шаткость, наросла 
сила в  левых конечностях. Со слов родственников, 
пациентка стала более собранной, уменьшились жа-
лобы на неспособность сосредоточиться, рассеян-
ность, пациентка стала более оптимистична, активна, 
более самостоятельна, требует меньше помощи для 
себя. Речь стала четкой, слова произносит уверенно. 
При оценке неврологического статуса отмечена по-
ложительная динамика в виде регресса атактических 
нарушений, уменьшение левостороннего гемипаре-
за, сила увеличилась до 4  баллов в  руке и  5  баллов 
в  ноге, при оценке уровня спастичности отмечена 
нормализация мышечного тонуса, по шкале мышеч-
ной спастичности Эшворта показатель уменьшился 
до 1  балла. Оценка по шкале Фугл-Мейера (оценка 
двигательной функции руки) составила 60  баллов, 
пациентка стала более устойчивой в  позе Ромберга, 
более уверенно выполняет координаторные пробы, 
периодически отмечается мимопопадание, чаще при 
волнении. Походка улучшилась. Ходит без палочки 
на улице и по дому, но медленно, старается не торо-
питься, еще сохраняется страх падения.

При проведении повторного нейропсихологиче-
ского тестирования также отмечена положительная 
динамика: оценка по шкале MoCA составила 27 бал-
лов; по тесту Шульте среднее время, затраченное на 
попытку, было равно 62 секундам; тест «Повторение 
цифр в прямом и обратном порядке» (субтест VI те-
ста Векслера)  – в  прямом порядке может повторить 
цепочку из 5 цифр, в обратном – из 4; тест на фоне-
тическую и  семантическую речевую активность  – 
12  и  19  слов соответственно; тест «Символы и  циф-
ры»  – 40  символов за 90  секунд; тест «Заучивание 
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10 слов» по Лурия: после 1-го повторения – 3 слова, 
после 2-го – 4 слова, после 3-го – 5 слов, после 4-го – 
6 слов, после 5-го – 8 слов, после 6–8-го – 9 слов, после 
9–10 повторений – 10 слов, через 1 час – 5 слов; тест 
Струпа: 1-я картинка (чтение названий цветов, чер-
но-белая) – 45 секунд, 2-я картинка (название цветов 
у цветных фигур) – 65 секунд (1 ошибка), 3-я картин-
ка (название цвета, которым написано слово (цвет-
ные слова))  – 95  секунд (1  ошибка); тест «Кубики 
Коса»  – 36  баллов. При оценке по шкале HADS по-
казатель уровня депрессии составил 2 балла, уровня 
тревоги – также 2 балла, что говорит об отсутствии 
у  пациентки тревоги и  депрессии. При оценке по 
шкале Бека уровень депрессии составил 1 балл, пока-
затель тревоги – 2 балла. Оценка по шкале Рэнкина – 
2  балла. Индекс повседневной активности Бартела 
увеличился до 95 баллов. Оценка по опроснику SF-36: 
физическое функционирование – 75 баллов, ролевое 
функционирование – 50, боль – 100, общее здоровье – 
67, жизнеспособность  – 80, социальное функциони-
рование  – 75, эмоциональное функционирование  – 
67, психологическое здоровье – 72.

Реабилитационный диагноз, согласно Между-
народной классификации функционирования, 
ограничений жизнедеятельности и  здоровья, ис-
пользуемой в  процессе медицинской реабилитации, 
представлен в таблице. Отражена динамика доменов 
до лечения, после лечения и  через 3  месяца наблю-
дения.

Обсуждение
Представлен клинический случай, демонстри-
рующий эффективность комплексной програм-
мы нейрореабилитации после инсульта, основой 
которого стало использование тренингов с БОС 
по опорной реакции. В ходе лечебного процесса 
применялся как новый оптимизированный под-
ход с силовым джойстиком для верхней конеч-
ности на базе статической стабилометрической 
платформы, так и классический тренинг в поло-
жении пациентки стоя на стабилометрической 
платформе с  БОС по опорной реакции с  ис-
пользованием в процессе тренинга зрительных 
и слуховых каналов [15]. Проведение тренингов 
с использованием БОС по опорной реакции осу-
ществлялось с постановкой больной определен-
ной двигательно-когнитивной задачи, уровень 
сложности которой менялся в ходе выполнения 
процедур и повышался по мере адаптации к ус-
ловиям и нагрузке. Помимо «статических» тре-
нингов, при выполнении которых нужно было 
удерживать постоянную, максимально стабиль-
ную позу, перед пациенткой ставилась задача 
выполнения «динамических» тренингов. Для 

Диагноз по Международной классификации функционирования, ограничений 
жизнедеятельности и здоровья

Показатель Домен До лечения После 
лечения

Через 3 месяца 
наблюдения

Функции организма

интеллектуальные функции b117 b117.1 b117.1 b117.1

функция памяти b144 b144.2 b144.1 b144.1

функция эмоций b152 b152.2 b152.1 b152.1

функции мышления b160 b160.2 b160.1 b160.1

вестибулярные функции b235 b235.2 b235.2 b235.1

функции артикуляции b320 b320.2 b320.1 b320.0

функция артериального 
давления

b420 b420.2 b420.1 b420.1

функции мышечной силы b730 b730.3 b730.2 b730.1

функции мышечного тонуса b735 b735.2 b735.2 b735.1

моторно-рефлекторные 
функции

b750 b750.2 b750.2 b750.1

контроль произвольных 
двигательных функций

b760 b760.2 b760.2 b760.1

функции стереотипа походки b770 b770.2 b770.2 b770.1

Структуры организма

структура головного мозга s110 s110.2 s110.2 s110.2

Активность и участие

речь d330 d330.2 d330.2 d330.1

разговор d350 d350.2 d350.2 d350.1

изменение позы тела d410 d410.2 d410.1 d410.1

поддержание положения 
тела

d415 d415.2 d415.1 d415.1

перемещение тела d420 d420.2 d420.2 d420.1

поднятие и перенос 
объектов

d430 d430.3 d430.2 d430.1

использование точных 
движений кисти

d440 d440.3 d440.2 d440.1

использование кисти и руки d445 d445.3 d445.2 d445.1

ходьба d450 d450.2 d450.2 d450.1

передвижение 
с использованием 
технических средств

d465 d465.2 d465.1 d465.0

одевание d540 d540.1 d540.1 d540.0

выполнение работы по дому d640 d640.3 d640.2 d640.2
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этого требовалась значительная концентрация 
внимания, консолидация слуховой и  зритель-
ной памяти, в том числе хорошая зрительная ре-
акция, диктующая необходимость адекватной 
перемены позы для сохранения устойчивости 
и  равновесия при быстро изменяющихся усло-
виях 2D-среды.

При проведении занятия мы активно за-
действовали аудио- и  зрительные сенсорные 
входы, пациентке давались звуковые сигналы 
поощрения при отличном выполнении задания 
и, соответственно, сигналы поражения. Кроме 
того, использовали панель сложных комбини-
рованных тренингов управления центром дав-
ления в  простой виртуальной среде, таких как 
«Мелодия», где звуковое сопровождение было 
важной составляющей тренинга. Пациентка 
должна была зрительно запомнить условия вир-
туальной среды, консолидировать слуховую 
память для процесса запоминания и  воспро-
изведения аудиальной информации, при этом 
постоянно контролируя движение паретичной 
верхней конечностью или сохраняя устойчи-
вость вертикальной позы [16].

В ряде ранее проведенных работ K. Yasuda 
и  соавт. с  использованием силовой платформы 
у  пожилых людей была показана эффектив-
ность метода для улучшения баланса и предот-
вращения риска падений на основе двойной за-
дачи, в частности увеличения соматосенсорной 
информации за счет тактильных ощущений 
и  использования когнитивной нагрузки [17]. 
Значимость включения в  процесс тренировки 
именно слухового канала сенсорной БОС под-
черкнута в  исследовании N. Hasegawa и  соавт. 
По мнению авторов, она в  большей степени по 
сравнению со зрительной способствует улучше-
нию моторного обучения динамическому кон-
тролю позы, в первую очередь за счет усиления 
интеграции проприоцептивных стимулов [18, 
19]. Эффективность использования технологий 
мультимодального сенсорного усиления для по-
вышения устойчивости во время выполнения 
статических задач и для улучшения баланса во 
время динамических задач отмечена в  одном 
из недавних обзоров K.H. Sienko и  соавт. [20]. 
Положительные результаты при коррекции по-
стинсультных вестибуло-атактических наруше-
ний в  случае использования БОС по опорной 
реакции были отмечены и нами и представлены 
в  ранее опубликованных работах [16]. В  насто-
ящем наблюдении нами показано комплексное 
применение БОС как при тренировке в  поло-
жении больного стоя на стабилометрической 

платформе с опорой на нижние конечности, так 
и при использовании опорной функции руки.

Механизм, с  помощью которого информа-
ция о  сенсорном увеличении обрабатывается 
и используется структурами центральной нерв-
ной системы (ЦНС), в настоящее время активно 
обсуждается. Доминирующая гипотеза говорит 
о наличии сенсорной перенастройки, в частно-
сти о  том, что обратная связь движения тела 
обеспечивает ЦНС коррелятом с сигналами, по-
ступающими от ее неповрежденных сенсорных 
входов (например, зрение, слух, проприоцеп-
ция). В связи с этим пациенты, получающие сен-
сорное увеличение (аугментацию) за счет других 
сохранных информационных каналов, учатся 
все больше опираться на эти неповрежденные 
системы. Другие возможные структуры наблю-
даемого положительного эффекта включают: 
механизмы когнитивной обработки (обработка 
информации сенсорного увеличения является 
исключительно когнитивной, без выборочной 
регулировки сенсорных входов ЦНС); меха-
низм так называемого шестого чувства (ЦНС 
интерпретирует информацию сенсорного уве-
личения как новый отдельный сенсорный ка-
нал); контекстно-зависимую адаптацию (новая 
сенсомоторная программа используется в  ходе 
многократного взаимодействия с  определен-
ным адаптированным устройством и  доступна 
только при применении этого устройства).

В представленном нами клиническом случае 
у пациентки после инсульта было отмечено улуч-
шение ряда функций, включая движение верхней 
конечности, нейропсихологический статус в  ре-
зультате проведенного лечения, что позволяет 
констатировать: тренинги, основанные на движе-
нии с БОС по опорной реакции с использованием 
зрительного и слухового каналов, ведут не только 
к реорганизации сенсомоторного анализатора, но 
и к восстановлению интегративной деятельности 
мозга. Несомненно, важным представляется тот 
факт, что достигнутый в  ходе лечения положи-
тельный эффект отличался стойкостью, при про-
ведении обследования в динамике через 3 месяца 
нами не было отмечено нарастания неврологиче-
ского дефицита, что свидетельствовало о продол-
женном действии запущенного на основе БОС по 
опорной реакции механизма нейропластичности, 
способствующего активации восстановительных 
процессов ЦНС.

Заключение
Комплексная реабилитационная програм-
ма, включавшая тренинги на основе БОС по 
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Stroke is the leading cause of adult disability 
worldwide. The consequences of a stroke can in-
clude various disorders, namely, motor, cognitive, 
emotional, and behavioral disorders, which, in 
their turn, lead to a decreased daily life activities 
and self-care ability, and affect quality of life of 
the patients. This article describes a  clinical case 
of the implementation of a  new comprehensive 
program for neurorehabilitation treatment in 
a female patient in the early recovery period from 
ischemic stroke with spastic hemiparesis, moder-
ate cognitive impairment and affective disorders. 
The neurorehabilitation program is based on the 
use support reaction biofeedback through audi-
tory and visual channels. Classical static and dy-
namic stabilometric trainings were sequentially 
used in the patient standing on the platform, as 
well as exercises with a  force joystick for the up-
per limb in the sitting position. The multifaceted 
program also included classes with a speech ther-
apist/neuropsychologist, as well as physical thera-
py with an instructor. The treatment resulted in an 
improvement in the patient's general condition, 
restoration of the upper limb movement function, 

normalization of cognitive functions, and regres-
sion of affective disorders. The treatment-related 
effects were persistent, and the assessment of 
the neurological status at 3 months' follow-up 
showed no deterioration of neurological symp-
toms. Thus, the multifaceted rehabilitation treat-
ment based on the combination of increased 
physical activity and sensory stimulation, as well 
as cognitive tasks, may facilitate good recovery 
after a stroke.

Key words: stroke, neurorehabilitation, post-
stroke disorders, support reaction biofeedback, 
stabilometry, power joystick for the upper limb
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Визуальная и акустическая обратная связь 
по опорной реакции для нижних и верхних 
конечностей на примере пациентки  
после инсульта

Критерии диагностики 
лимфопролиферативных заболеваний по 
периферической крови пациентов при 
помощи клеточного биочипа

Атомно-силовая микроскопия в оценке 
механических свойств мембран эритроцитов 

при воздействии различных физико-
химических агентов

Оценка диагностической точности 
системы автоматического анализа 

цифровых рентгенограмм легких при 
выявлении округлых образований

Эффективность программируемых нуклеаз 
SpCas9 и AsCpf1 (Cas12a) в геномных локусах 
safe harbor клеток линии HEK293

Конечно-элементный анализ при 
моделировании структур сердца и аорты
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