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УВАЖАЕМЫЕ КОЛЛЕГИ!
Третий номер журнала по традиции посвящен 

фундаментальным и трансляционным исследова-
ниям, призванным обеспечить прорыв в различ-
ных областях сердечно-сосудистой медицины. 
Одним из глобальных вызовов, стоящих перед 
современной цивилизацией, является прогрес-
сирующее старение населения, связанное с син-
хронным снижением рождаемости и увеличением 
продолжительности жизни. В связи с этим в по-
пуляции увеличивается частота синдрома старче-
ской астении, связанного с возраст-ассоциирован-
ной провоспалительной дисфункцией эндотелия. 
Поиску ее маркеров, а также анализу патогенети-
ческой роли отдельных субпопуляций внеклеточ-
ных везикул посвящено сразу несколько статей 
этого номера, подготовленных петербургскими, 
сибирскими и крымскими исследователями. Дру-
гим патологическим последствием старения ар-
терий и системных биохимических нарушений 
служит атеросклероз, перспективные средства 
борьбы с которым изучены в статьях авторов из 
НИИ общей патологии и патофизиологии и НИИ 
медицинской генетики Томского НИМЦ. Эффек-
тивный способ лечения клинических последствий 
атеросклероза включает реваскуляризацию, осу-
ществляемую посредством чрескожного коро-
нарного вмешательства и коронарного шунтиро-
вания. Проблемные хирургические аспекты этих 
операций освещены в работах авторов из НМИЦ 
сердечно-сосудистой хирургии им. А.Н. Бакулева 
и НИИ кардиологии Томского НИМЦ. Одной из 
ключевых предпосылок достижения благопри-
ятных исходов при кардиохирургических вме-
шательствах является успешная профилактика 
когнитивной дисфункции, чему немало способст-
вуют регулярные научные работы коллектива 
лаборатории нейрососудистой патологии НИИ 
КПССЗ во главе с О.А. Трубниковой (в том числе 
представленное в этом номере исследование). 

Повышение эффективности хирургического 
лечения ряда болезней системы кровообращения 
немыслимо без разработки новых биоматериалов. 
С этой точки зрения интерес представляет соче-
танная работа химиков и патофизиологов из НИИ 
КПССЗ по созданию композитного материала 
на основе бычьего перикарда и поливинилового 
спирта, а также разработанный в данном учреж-
дении новый неинвазивный метод оценки степе-
ни кальцификации биопротезов клапанов сердца. 
Все более активно для работы с биоматериалами 
и медицинскими изделиями применяется техно-

логия обработки суб- и сверхкритическим диок-
сидом углерода, полезным свойствам которого в 
отношении подавления кальциноза посвящена со-
вместная статья ученых из Института элементо-
органических соединений им. А.Н. Несмеянова 
РАН и НМИЦ сердечно-сосудистой хирургии 
имени А.Н. Бакулева. Несомненную ценность 
представляет работа коллег из НМИЦ им. В.А. 
Алмазова и Института цитологии РАН, впервые 
исследовавших влияние различных композитных 
покрытий титанового матрикса на остеогенную 
дифференцировку интерстициальных клеток 
аортального клапана человека. Отдельно стоит 
отметить исследование тканевых инженеров из 
лаборатории клеточных технологий НИИ КПССЗ, 
продолжающих долгую и кропотливую работу по 
созданию тканеинженерного сосудистого протеза 
малого диаметра и подготовке к его регистрации 
в качестве медицинского изделия для сердечно-
сосудистой хирургии.

Приверженность пациентов СИПАП-терапии 
(лечению обструктивного ночного апноэ), а также 
клинико-анамнестические особенности и тактика 
ведения лиц с тромбоэмболией легочной артерии 
в Кемеровской области и других регионах России 
(по результатам регистра «СИРЕНА») рассмотре-
ны в статье авторов из Тюменского кардиологи-
ческого научного центра и НИИ КПССЗ. Особого 
внимания читателей заслуживают аналитические 
обзорные статьи, посвященные транстиретиновой 
амилоидной кардиомиопатии и роли гребенчатых 
мышц в формировании условий гемодинамики в 
полостях сердца человека.

Доброго вам здоровья, продуктивной научной 
работы и спасенных жизней ваших пациентов, 
коллеги! 
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Основные положения
• Выявлена корреляционная связь разной силы и значимости между сывороточными значени-

ями эндокана и эндоглина и рядом клинико-инструментальных характеристик пациентов с ише-
мической болезнью сердца.

КЛИНИКО-ПАТОГЕНЕТИЧЕСКАЯ СВЯЗЬ СЫВОРОТОЧНЫХ 
КОНЦЕНТРАЦИЙ ЭНДОКАНА И ЭНДОГЛИНА С ЛАБОРАТОРНЫМИ 

И КЛИНИКО-ФУНКЦИОНАЛЬНЫМИ ПОКАЗАТЕЛЯМИ У ПАЦИЕНТОВ 
С ИШЕМИЧЕСКОЙ БОЛЕЗНЬЮ СЕРДЦА

Цель
Изучение связи концентрации эндокана и эндоглина в сыворотке крови с 
клинико-инструментальными характеристиками пациентов с ишемической 
болезнью сердца (ИБС).

Материалы 
и методы

В исследование включены 264 человека (161 мужчина и 103 женщины), из них 
220 – пациенты с диагнозом ИБС. Пациентам выполнены антропометрические 
измерения, коронароангиография, эхокардиографическое исследование и ду-
плексное ультразвуковое сканирование внечерепных отделов брахиоцефальных 
артерий. Проведено исследование уровня эндокана (нг/мл), эндоглина (нг/мл), 
глюкозы (ммоль/л) в сыворотке крови. Пациенты были разделены на группы со-
гласно полученным баллам по шкале SYNTAX: 1-я группа – ≤ 22 баллов (124 
человека), 2-я группа – 23–32 балла (53 человека), 3-я группа – > 33 баллов (43 
человека). Группа контроля представлена здоровыми добровольцами (44 чело-
века). Все группы были сопоставимы по возрасту и полу. 

Результаты

Обнаружена корреляционная связь между концентрацией эндокана и выра-
женностью поражения коронарных артерий (r = 0,32, p < 0,001). В группе 1 ме-
диана эндокана составила 14,40 [10,19; 19,91] нг/мл, в группе 2 – 20,31 [12,75; 
24,12] нг/мл, в группе 3 – 32,10 [22,12; 38,21] нг/мл, в группе контроля – 5,97 
[4,38; 8,25] нг/мл (p < 0,0001). При изучении концентрации сывороточного 
эндоглина не выявлено статистически значимых различий между группами 
пациентов (p > 0,05). Определена корреляционная связь разной силы и зна-
чимости между значением эндокана и рядом клинико-инструментальных ха-
рактеристик пациентов. Показана статистическая значимость различий уров-
ня эндокана между группами пациентов с мультифокальным атеросклерозом 
(p < 0,01), стенокардией (p < 0,0001), наличием инфаркта миокарда в анамнезе 
(p < 0,0001) и ожирением (p < 0,05) в сравнении с лицами без данных при-
знаков. При изучении концентрации эндоглина в сыворотке крови отмечена 
статистическая значимость различий его концентрации между группами па-
циентов с мультифокальным атеросклерозом и лицами с поражением только 
коронарных артерий (p < 0,0001), а также между больными постоянной фор-
мой фибрилляции предсердий и пациентами с синусовым ритмом (p < 0,05). 

Заключение
Полученные данные демонстрируют потенциальную роль эндокана и эндо-
глина как многообещающих биомаркеров для диагностики выраженности 
эндотелиальной дисфункции у пациентов с ИБС.
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Highlights

• There is an association of varying strength and significance between serum endocan and endoglin 
levels and a number of clinical and instrumental characteristics of patients with coronary artery disease.

Aim
To assess the relationship between serum endocan and endoglin levels with clinical 
and instrumental characteristics of patients with coronary artery disease (CAD).

Methods

The study included 264 people (161 men and 103 women), of whom 220 were 
patients with CAD. The patients underwent anthropometric measurements; 
coronary angiography; echocardiographic examination; duplex ultrasound 
scanning of the extracranial sections of the brachiocephalic arteries. We studied 
serum endocan (ng/mL), endoglin (ng/mL) and glucose (mmol/L) levels. The 
patients were divided into groups according to the SYNTAX score: group 1 – ≤ 
22 points (124 people); group 2 – 23–32 points (53 people); group 3 – > 33 points 
(43 people). The control group was represented by healthy volunteers (44 people). 
All groups were comparable in age and gender. The differences were considered 
statistically significant at p < 0.05.

Results

We found an association between endocan level and severity of coronary artery 
(CA) lesions (r = 0.32, p < 0.001). In the group 1, the median endocan level was 
14.40 ng/mL [10.19; 19.91], in the group 2 it was 20.31 ng/mL [12.75; 24.12], 
in the group 3 it was 32.10 ng/mL [22.12; 38.21], and in the control group it 
was 5.97 ng/mL [4.38; 8.25] (p < 0.0001). While studying serum endoglin levels, 
we did not find any statistical differences between the patient groups (p > 0.05). 
However, we found an association of varying strength and significance between 
the serum endocan and endoglin levels and a number of clinical and instrumental 
characteristics of patients. The results showed statistically significant differences in 
endocan levels between the groups of patients with multivessel disease (p < 0.01), 
angina pectoris (p < 0.0001), myocardial infarction in history (p < 0.0001) and 
obesity (p < 0.05) compared with patients without these diseases. While studying 
serum endoglin levels, we noted statistically significant differences in endoglin 
levels between the groups of patients with multivessel disease and patients with 
CA lesions only (p < 0.0001), as well as between patients with persistent atrial 
fibrillation and patients with sinus rhythm (p < 0.05).

Conclusion
The data obtained demonstrate the potential role of endocan and endoglin as 
promising biomarkers for diagnosing the severity of endothelial dysfunction in 
patients with CAD.
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Введение
Эндотелий играет ключевую роль в поддер-

жании гомеостаза сердечно-сосудистой системы. 
Эндотелиальная дисфункция (ЭД) предшествует 
развитию морфологических атеросклеротических 
изменений и считается одним из основных пато-

генетических этапов, приводящих к ишемической 
болезни сердца (ИБС), инфаркту миокарда (ИМ), 
инсульту и заболеваниям периферических артерий. 
Таким образом, оценка ЭД является актуальной для 
выявления атеросклеротических процессов на ран-

ней стадии, стратификации риска сердечно-сосуди-

стых заболеваний, мониторинга ответа на лечение 
и разработки новых терапевтических подходов [1]. 
При этом лабораторные биомаркеры ЭД представ-

ляют альтернативу традиционным методам диагно-

стики и оценки рисков. Более того, они могут быть 
более надежным, специфичным, точным, простым 
и недорогим способом оценки ЭД [1].

Обнаруженный более двух десятилетий назад, 
эндокан по-прежнему представляет собой активно 
изучаемый биомаркер, связанный с воспалением 
и ЭД [2]. Также известный как специфическая мо-

лекула эндотелиальных клеток 1 (ESM1), эндокан 
является растворимым протеогликаном дерматан-

сульфата, секретируемым эндотелиальными клет-

ками. Его экспрессия наблюдается в активно про-

лиферирующих тканях и была обнаружена в куль-

тивируемых эндотелиальных клетках кожи, жиро-

вой клетчатке, гепатоцитах, легочных, коронарных 
артериях (КА) и др. [3]. Роль эндокана изучена при 
многих заболеваниях, тесно связанных с воспале-

нием и ЭД, таких как сахарный диабет 2-го типа [4], 
гипертония [5], атеросклеротические сердечно-со-

судистые заболевания [3], заболевания почек [6], 
ожирение [6], синдром поликистозных яичников 
[7] и метаболический синдром [4]. 

В свою очередь эндоглин, или CD105, пред-

ставляет собой гомодимерный трансмембранный 
рецептор для трансформирующего фактора роста 
β1 и β3 (TGF-β1 и TGF-β3) и в основном обнаружи-

вается в пролиферирующих эндотелиальных клет-

ках сосудистой стенки [1]. Описаны две изоформы 
эндоглина: длинная (L-эндоглин) и короткая (S-эн-

доглин), которые отличаются друг от друга длиной 
их цитоплазматических хвостов и уровнями фос-

форилирования [1]. Растворимая форма эндогли-

на (sEng), которая образуется путем расщепления 
внеклеточного домена его мембраны с помощью 

матриксной металлопротеазы 14-го мембранного 
типа, была обнаружена в крови и моче пациентов с 
различными заболеваниями [1]. Так, гипоксия, вос-

паление, окислительный стресс и проатерогенные 
медиаторы считаются триггерами высвобождения 
эндоглина, который действует как рецептор-ловуш-

ка для специфических лигандов семейства TGF-β, 
связывая и нейтрализуя их действие [8]. Однако 
конкретные механизмы действия эндоглина пока 
изучены недостаточно. 

Учитывая вышеизложенное, представляется 
актуальным изучение взаимосвязи сывороточных 
концентраций эндокана и эндоглина у пациентов 
с ИБС в контексте их клинико-инструментальных 
характеристик. 

Целью исследования явилось изучение связи 
концентрации эндокана и эндоглина в сыворотке 
крови с клинико-инструментальными характери-

стиками пациентов с ИБС. 

Материалы и методы 
Критерием включения больных в исследование 

явилось наличие верифицированной (клинически и 
инструментально) ИБС. Критериями невключения 
были: перенесенные менее 6 нед. назад ИМ либо 
острое нарушение мозгового кровообращения; 
любые острые и хронические воспалительные за-

болевания, способные повлиять на сывороточные 
концентрации эндокана и эндоглина; хроническая 
болезнь почек ≥ III стадии (скорость клубочковой 
фильтрации < 60 мл/мин/1,73 м2); сахарный диабет 
обоих типов при уровне гликированного гемогло-

бина > 11% или уровне глюкозы в течение суток 
≥ 11,0 ммоль/л; первичные и вторичные кардио-

миопатии, воспалительные заболевания сердца; 
онкологические заболевания, заболевания крови 
и иммунной системы; беременность или период 
лактации, психические расстройства, препятству-

ющие контакту с больным в период наблюдения; 
нарушение протокола и отказ пациента от участия 
в исследовании.

Настоящее исследование проведено в отделе-

ниях кардиохирургии и хирургического лечения 
сложных нарушений ритма сердца и электрокарди-

остимуляции многопрофильного республиканского 
медицинского центра ГБУЗ РК «РКБ им. Н.А. Се-

машко» в 2021–2023 гг. В исследование включены 
264 человека (161 мужчина и 103 женщины), из них 
220 – пациенты с установленным диагнозом ИБС, 

Список сокращений
АГ
ИБС
ИМ
КА

–
–
–
–

артериальная гипертензия
ишемическая болезнь сердца
инфаркт миокарда
коронарные артерии

ЛЖ
МФА
ТИМ
ЭД

–
–
–
–

левый желудочек
мультифокальный атеросклероз
толщина комплекса интима-медиа
эндотелиальная дисфункция
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магистральных сосудистых бассейнов, а также на-

личие утолщения комплекса интима-медиа (ТИМ) 
сонных артерий и зачастую определяет тяжесть со-

стояния и дальнейший прогноз пациентов. В насто-

ящем исследовании ТИМ исследовали с помощью 
дуплексного ультразвукового сканирования внече-

репных отделов брахиоцефальных артерий на уль-

тразвуковом сканере Samsung UGEO H60 (Samsung 
Medison, Южная Корея).

Всем пациентам проводили стандартное об-

следование с измерением роста и веса, окружно-

сти талии, расчетом индекса массы тела (кг/м2). 
Также нами исследованы концентрация глюкозы 
в сыворотке крови, а также уровень эндокана и 
растворимого эндоглина в сыворотке крови. Для 
этого до коронарографии выполнен забор венозной 
крови натощак. Уровень эндокана (нг/мл) опре-

деляли с помощью прямого иммуноферментного 
анализа с использованием аналитического набора 
human endothelial cell specific molecule 1 (ESM1) 
(AvisceraBioscience, США), эндоглина (нг/мл) – 
Human Endoglin ELISA Kit (RayBiotech, Inc., США) 
согласно инструкциям производителя.

Статистический анализ
Для статистической обработки данных, выра-

женных в дихотомической шкале, в качестве опи-

сательных статистик использовали абсолютные 
и относительные частоты. Для данных, представ-

ленных в порядковой или количественной шкалах, 
в качестве описательных статистик использовали 
медиану (Me) и интерквартильный размах [Q25; 
Q75]. Для оценки статистической значимости раз-

личий между двумя группами по каким-либо па-

раметрам использовали критерий Манна – Уитни. 
Для оценки статистической связи между двумя 
признаками применяли коэффициент ранговой 
корреляции Спирмена с оценкой его значимости 
– статистически значимыми считали различия 
при p < 0,05. Для множественных сравнений цен-

тральных тенденций в независимых выборках в 
случаях количественных или порядковых данных 
использовали критерий Краскела – Уоллиса; в ка-

честве апостериорного критерия для последующих 
попарных сравнений использовали критерий Дан-

на. Статистические сравнения долей номиналь-

ных признаков проводили с помощью критерия 
хи-квадрат Пирсона. Критическую область во всех 
случаях полагали двусторонней. Для расчета кри-

териев Краскела – Уоллиса и Данна использовали 
статистический пакет Past (разработчики P.D. Ryan, 
D.A.T. Harper и J.S. Whalley), для всех остальных 
расчетов – Statistica (Stat Soft, США).

Результаты
Клинико-анамнестическая и лабораторно-ин-

струментальная характеристика пациентов, вклю-

44 – здоровые добровольцы (группа контроля). Ис-

следование одобрено этическим комитетом ФГАОУ 
ВО «КФУ им. В.И. Вернадского» (протокол № 5 от 
19.05.2022). Пациенты дали добровольное инфор-

мированное согласие на участие в исследовании.
Всем пациентам была выполнена коронароан-

гиография на ангиографической установке General 
Electric Optima IGS 330 (GE HealthCare, США). Для 
объективной количественной оценки выраженно-

сти атеросклеротического поражения КА использо-

вана шкала SYNTAX в виде онлайн-калькулятора 
(https://officialsyntaxscore.com). Учитывая, что дан-

ная шкала является надежным инструментом опре-

деления тяжести атеросклероза КА, все пациенты 
были разделены на следующие группы: 1-я группа 
– с умеренным атеросклеротическим поражением 
КА со значением по шкале SYNTAX менее или 
равным 22 баллам (124 человека); 2-я группа – с 
выраженным атеросклерозом КА – с показателем 
23–32 балла (53 человека); 3-я группа – с крайне 
тяжелым поражением КА – с количеством баллов 
по шкале более 33 (43 человека). Среди пациентов 
с ИБС были выделены подгруппы больных после 
раннее перенесенного чрескожного коронарного 
вмешательства (стентирования) в сроки от 4 мес. до 
6 лет (45 человек), с мультифокальным атероскле-

розом (МФА) (46 человек), наличием ИМ в анам-

незе (110 человек), стенокардией (152 человека) и 
ожирением (14 человек). Группа 4 была представ-

лена здоровыми добровольцами, у которых сердеч-

но-сосудистая патология исключалась на основа-

нии отсутствия клинических, анамнестических и 
электрокардиографических признаков заболевания 
сердца (44 человека). Все группы были сопостави-

мы по возрасту и полу. 
Диагноз артериальной гипертензии (АГ) уста-

навливался согласно клиническим рекомендациям 
Российского кардиологического общества (2020). 
Эхокардиографическое исследование проводи-

ли с помощью ультразвукового сканера Samsung 
Accuvix A30 (AME, в двухмерном режиме, с доп-

плерографией в импульсном режиме и режиме 
непрерывной волны, цветным допплеровским ска-

нированием. Оценивали стандартные структурные 
параметры желудочков и предсердий, сократитель-

ную и диастолическую функцию левого желудоч-

ка (ЛЖ), состоятельность клапанного аппарата. 
Расчет массы миокарда ЛЖ (ММЛЖ) проводили 
в соответствии с рекомендациями Американского 
общества эхокардиографии по формуле: ММЛЖ 
= 0,8 × [1,04 × (КДР + ТЗСд + ТМЖПд)³ – КДР³)] 
+ 0,6 г, где КДР – конечный диастолический раз-

мер, ТЗСд – толщина задней стенки ЛЖ в диастолу, 
ТМЖПд – толщина межжелудочковой перегородки 
в диастолу.

МФА представляет собой гемодинамически зна-

чимое атеросклеротическое поражение нескольких 
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по шкале SYNTAX не определено (p > 0,05). Меж-

ду исследованными группами данный показатель 
также не продемонстрировал статистически значи-

мой разницы: 5,393 [4,9; 6,724], 5,348 [4,378; 6,732] 
и 5,732 [5,213; 7,192] соответственно (p > 0,05).

Обнаружена корреляционная связь разной 
силы и значимости между концентрациями эн-

докана и эндоглина в сыворотке крови и рядом 
клинико-инструментальных характеристик паци-

ентов (табл. 2).
Необходимо отметить полученную статистиче-

скую значимость различий концентрации эндока-

на в сыворотке крови между группами пациентов 
с МФА и пациентами с поражением только КА (p 
< 0,01), наличием ИМ и без острых коронарных 
событий в анамнезе (p < 0,0001), со стенокардией 

ченных в исследование, представлена в табл. 1.
Выявлен более высокий уровень эндокана в 

группе пациентов с ИБС в сравнении с группой 
контроля (p < 0,0001): 18,95 [11,51; 26,13] против 
5,97 [4,38; 8,25] нг/мл (рисунок). 

При изучении концентрации эндокана в сыво-

ротке крови у пациентов трех групп согласно бал-

лам по шкале SYNTAX обнаружена статистически 
значимая умеренная корреляционная связь между 
его значениями и выраженностью поражения КА (r 
= 0,474, p < 0,0001). При этом в группе 1 медиана 
его уровня составила 14,40 [10,19; 19,91] нг/мл, в 
группе 2 – 20,31 [12,75; 24,12] нг/мл, а в группе 3 – 
32,10 [22,12; 38,21] нг/мл (p < 0,0001). 

Статистически значимой корреляции уровня 
концентрации сывороточного эндоглина и баллов 

Таблица 1. Клинико-анамнестическая и лабораторно-инструментальная характеристика пациентов 
Table 1. Clinical, anamnestic and laboratory characteristics of patients

Показатель / Parameter Группа 1 / Group 1, 
n = 124

Группа 2 / Group 2, 
n = 53

Группа 3 / Group 3, 
n = 43 p

Возраст, лет / Age, years, Me [Q25; Q75] 64,0 [58,0; 69,0] 66,0 [60,0; 70,0] 66,0 [60,0; 70,0] 0,882
SYNTAX, баллы / SYNTAX, score, Me 
[Q25; Q75] 12,25 [5,0; 17,0] 27,5 [24,0; 29,5] 36,25 [34,0; 40,5] < 0,0001

МФА / Multivessel disease, n (%) 20 (16,1) 11 (20,8) 15 (34,9) 0,034

ФВ ЛЖ / LV EF, %, Me [Q25; Q75] 57,0 [49,0; 62,0] 54,0 [47,0; 59,0] 52,0 [44,0; 59,0] 0,063

Стенокардия / Angina, n (%) 72 (58,1) 41 (77,4) 35 (81,4) 0,004
II ФК стенокардии / Angina pectoris class 
II, n (%) 25 (20,2) 12 (22,6) 6 (14) 0,547

III ФК стенокардии / Angina pectoris class 
III, n (%) 49 (39,5) 29 (54,7) 27 (62,8) 0,016

IV ФК стенокардии / Angina pectoris class 
IV, n (%) – – 4 (9,3) 0,0008

ИМ в анамнезе / MI in history, n (%) 45 (36,3) 41 (77,4) 25 (58,1) < 0,0001

МЖП, см / IVSd, cm, Me [Q25; Q75] 1,2 [1,1; 1,3] 1,2 [1,0; 1,3] 1,2 [1,1; 1,3] 0,234

ЗСЛЖ, см / LVPWd, cm, Me [Q25; Q75] 1,1 [1,0; 1,2] 1,0 [1,0; 1,2] 1,1 [1,0; 1,2] 0,285

ЛП, см / LA, cm, Me [Q25; Q75] 4,3 [3,9; 4,8] 4,2 [3,8; 4,6] 4,2 [3,9; 4,8] 0,200

ММЛЖ, г / LV mass, g, Me [Q25; Q75] 217,27 [184,85; 285,49] 229,08 [195,76; 256,12] 234,45 [203,45; 265,29] 0,807

АГ I степени / АH I degree, n (%) 12 (9,7) 10 (18,9) 4 (9,3) 0,189

АГ II степени / АH II degree, n (%) 83 (66,9) 34 (64,2) 32 (74,4) 0,023

АГ III степени / АH III degree, n (%) 18 (14,5) 5 (9,4) 3 (7) 0,356

Постоянная форма ФП / Persistent AF, n (%) 11 (8,9) 3 (5,7) 1 (2,3) 0,317
ТИМ сонных артерий, см / Carotid arteries 
IMT, сm, Me [Q25; Q75] 0,8 [0,8; 0,9] 1,05 [0,9; 1,1] 0,9 [0,8; 1,0] 0,024

Ожирение / Obesity, n (%) 8 (6,5) 5 (9,4) 1 (2,3) 0,365

Уровень глюкозы в сыворотке крови, 
ммоль/л / Serum glucose level, mmol/L, Me 
[Q25; Q75] 

5,55 [4,66; 6,52] 5,7 [5,2; 6,5] 5,8 [5,29; 6,79] 0,374

Примечание: данные представлены в виде медианы и интерквартильного размаха – Ме [Q25; Q75], количество пациентов 
– n (%). АГ – артериальная гипертензия; ЗСЛЖ – задняя стенка левого желудочка; ИМ – инфаркт миокарда; ЛП – левое 
предсердие; МЖП – межжелудочковая перегородка; ММЛЖ – масса миокарда левого желудочка; МФА – мультифокальный 
атеросклероз; ТИМ – толщина комплекса интима-медиа; ФВ ЛЖ – фракция выброса левого желудочка; ФК – функциональный 
класс; ФП – фибрилляция предсердий. Для данных, выраженных в %, сравнение долей проведено посредством критерия хи-
квадрат Пирсона; для количественных и порядковых данных использован критерий Краскела – Уоллиса. 
Note: Data are presented as median and interquartile range – Me [Q25; Q75], number of patients – n (%); AH – arterial hypertension; 
AF – atrial fibrillation; IVSd – interventricular septum thickness at end-diastole; IMT – intima-media thickness; LA – left atrium; LV 
EF – left ventricular ejection fraction; LV mass – left ventricle mass; MI – myocardial infarction; LVPWd – left ventricular posterior 
wall thickness at end-diastole. The proportion comparisons were carried out using the Pearson chi-squared test for the data expressed 
in %; for the quantitative and ordinal data proportion comparisons were carried out using the Kruskal–Wallis test.
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Концентрация эндокана в сыворотке крови в группах кон-
троля (1) и пациентов с ишемической болезнью сердца (2) 
(p < 0,0001)
Serum endocan levels in the control group (1) and in the group of 
patients with coronary artery disease (2) (p < 0.0001)

и без ангинозных приступов (p < 0,0001), а также 
между группами пациентов с ожирением и без ме-

таболических нарушений (p < 0,05) (табл. 3). При 
этом из 45 пациентов, ранее перенесших чрескож-

ные коронарные вмешательства (стентирование), 
у 29 развились рестенозы КА: медиана уровня эн-

докана у пациентов с рестенозами составила 24,75 
[18,225; 31,91] нг/мл, а в группе без рестенозов – 
19,28 [13,76; 30,92] нг/мл, что, однако, не показало 
статистически значимых различий между указан-

ными группами (p > 0,05) (см. табл. 3).
При изучении концентрации эндоглина в сыво-

ротке крови отмечена статистическая значимость 

различий его концентрации между группами паци-

ентов с МФА и пациентами с поражением только 
КА (p < 0,0001), а также между лицами с постоян-

ной формой фибрилляции предсердий и пациен-

тами с синусовым ритмом (p = 0,0126) (см. табл. 
3). Схожая с эндоканом картина наблюдалась при 
изучении концентрации сывороточного эндоглина 
в зависимости от развития рестенозов КА: 6,008 
[4,937; 7,317] нг/мл в группе с рестенозами против 
5,142 [4,178; 5,983] нг/мл в группе без рестенозов 
(p = 0,1213) (см. табл. 3).

Обсуждение
Согласно данным литературы, эндокан прини-

мает участие в регуляции процессов пролиферации 
и неоваскулогенеза, а также является суррогатным 
маркером воспаления и ЭД, лежащих в основе мно-

гих заболеваний сердечно-сосудистой системы [1]. 
Важно отметить работы S. Balta и соавт. (2014) 

и S.F. Oktar и соавт. (2019), в которых у пациентов 
на ранних стадиях АГ была выявлена положитель-

ная корреляционная связь между концентрацией 
эндокана в крови и ТИМ сонных артерий, а также 
значениями высокочувствительного С-реактивного 
белка [2, 5]. В настоящем исследовании не обна-

ружено взаимосвязи сывороточной концентрации 
эндокана и уровня артериального давления, однако 
показана умеренная прямая высоко значимая кор-

реляционная связь уровня эндокана и ТИМ сонных 
артерий (r = 0,45, p < 0,01).

Известно, что ЭД не только участвует в патоге-

незе атеросклероза, но и влияет на исход пациентов 
с ИБС. Пациенты с нарушенной вазомоторной ре-

Таблица 2. Оценка связи клинико-инструментальных показателей и значений эндокана и эндоглина с помощью коэффициента 
ранговой корреляции Спирмена
Table 2. Assessment of relationship between clinical and instrumental indicators and endocan and endoglin levels using Spearman's 
rank correlation coefficient

Показатель / Parameter r
ESM1 p r

sEng
p

Возраст / Age 0,2299 0,0003 0,009 0,8885
Количество баллов по шкале SYNTAX / 
SYNTAX score 0,4738 < 0,0001 0,07 0,3041

ТИМ / Carotid arteries IMT 0,4362 0,0007 0,3776 0,0038

ФК стенокардии / Angina pectoris class 0,4426 < 0,0001 –0,037 0,5511

ФВ ЛЖ / LV EF –0,1969 0,0034 –0,0909 0,1799

МЖП / IVSd –0,0754 0,2653 0,1555 0,0211

ЗСЛЖ / PWd 0,0179 0,7913 0,1738 0,0098

ЛП / LA 0,0043 0,9498 0,1627 0,0157

ММЛЖ / LV mass 0,0014 0,9849 0,1727 0,016

Степень АГ / АH degree –0,0096 0,93509 0,2756 0,00006

Уровень глюкозы / Glucose level 0,1886 0,005 0,1238 0,0669

Примечание: АГ – артериальная гипертензия; ЗСЛЖ – задняя стенка левого желудочка; ЛП – левое предсердие; МЖП – 
межжелудочковая перегородка; ММЛЖ – масса миокарда левого желудочка; ТИМ – толщина комплекса интима-медиа; ФВ 
ЛЖ – фракция выброса левого желудочка; ФК – функциональный класс; ESM1 – эндокан; sEng – эндоглин.
Note: AH – arterial hypertension; ESM-1 – endocan; IVSd – interventricular septum thickness at end-diastole; IMT – intima-media 
thickness; LA – left atrium; LV EF – left ventricular ejection fraction; LV mass – left ventricle mass; PWd – left ventricular posterior 
wall thickness at end-diastole; sEng – endoglin.
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акцией эндотелия, включая аномальную констрик-

тивную реакцию на ацетилхолин в КА, подвержены 
повышенному риску развития коронарных ослож-

нений. Кроме того, развитие функции эндотелия 
у пациентов с ИБС позволяет улучшить их общие 
исходы за счет усиления перфузии миокарда и со-

кращения продолжительности и тяжести его тран-

зиторной ишемии, что уменьшает выраженность 
ангинозных приступов и снижает риск сердечно-со-

судистых осложнений [1, 9]. В нескольких исследо-

ваниях изучена роль эндокана в качестве потенци-

ального биомаркера при ИБС. Так, отмечены более 
высокие концентрации эндокана в сыворотке крови 
у пациентов с хроническими формами ИБС в срав-

нении со здоровыми представителями контрольных 
групп, в том числе при наличии АГ [3] и сахарного 
диабета [4]. Также выявлено повышение его значе-

ний в группе пациентов с рестенозом коронарного 
стента [10]. 

В данной работе определен более высокий уро-

вень эндокана в группе пациентов с ИБС в срав-

нении с группой контроля (p < 0,001). Более того, 
отмечена прямая умеренная корреляционная связь 
значений данного маркера с функциональным 
классом стенокардии (r = 0,4426; p < 0,0001). Также 
продемонстрировано, что высокие сывороточные 
концентрации эндокана ассоциированы с наличием 
МФА (p < 0,01), ожирения (p = 0,05), стенокардии 
(p < 0,0001) и ИМ в анамнезе (p < 0,0001).

В нескольких исследованиях также изучена 
роль эндокана в качестве биомаркера для прогно-

зирования тяжести ИБС с помощью шкал Gensini 
и SYNTAX, позволяющих оценить анатомию, мор-

фологию и тяжесть стеноза КА и широко исполь-

зуемых в клинической практике для выбора опти-

мального вида лечения и прогнозирования общего 
сердечно-сосудистого риска. Получены противоре-

чивые результаты в отношении корреляции эндока-

на с обеими шкалами: в некоторых исследованиях 
сообщалось о значительных, независимых и поло-

жительных корреляциях, в других – не обнаружено 
каких-либо значимых ассоциаций [11]. При этом 
нами установлена прямая умеренная высоко значи-

мая корреляционная связь концентрации эндокана 
в сыворотке крови с количеством баллов по шка-

ле SYNTAX (r = 0,4738, p < 0,0001), что позволяет 
рассматривать данный показатель как возможный 
лабораторный маркер выраженности атеросклеро-

тического поражения коронарного русла. 
В настоящее время работы по изучению взаимос-

вязи эндокана и особенностей течения сердечной не-

достаточности крайне малочисленны. Так, G. Kosir 
и соавт. (2019) показали, что повышение уровня 
данного маркера на 1 нг/мл ассоциируется со значи-

тельным увеличением риска госпитализаций, тре-

бующих инотропной поддержки, и летальных исхо-

дов, связанных с сердечной недостаточностью [12]. 
M. Reina-Couto и коллеги (2022) при изучении паци-

ентов с острой сердечной недостаточностью отме-

тили отрицательную связь концентрации эндокана 
и значений фракции выброса ЛЖ [13]. S. Ahmed и 
коллеги (2020) обнаружили, что его концентрация 

Таблица 3. Значения эндокана и эндоглина у пациентов в зависимости от наличия некоторых клинических признаков
Table 3. The values of endocan and endoglin in patients, depending on the presence of certain clinical signs

Пациенты / Patients ESM1
Me [Q25; Q75] p sEng

Me [Q25; Q75] p

Пациенты с МФА / Patients with multivessel disease, n = 46 21,725 [15,32; 32,53]
0,0026

7,265 [6,795; 7,932]
< 0,0001Пациенты без МФА / Patients without multivessel disease, 

n = 174 17,005 [11,05; 24,1] 5,324 [4,573; 5,876]

Пациенты с рестенозом КА / Patients with coronary artery 
restenosis, n = 29 25,15 [18,96; 32,12]

0,3023
6,008 [4,937; 7,317]

0,1213
Пациенты без рестенозов КА / Patients without coronary 
artery restenosis, n = 16 19,28 [13,76; 30,92] 5,142 [4,178; 5,983]

Пациенты с ИМ в анамнезе / Patients with MI in history, 
n = 110 20,605 [14,78; 30,10]

< 0,0001
5,394 [4,621; 6,795]

0,2111
Пациенты без ИМ в анамнезе / Patients without MI in 
history, n = 150 12,105 [6,78; 19,21] 5,759 [4,998; 6,938]

Пациенты со стенокардией / Patients with angina pectoris, 
n = 152 20,05 [13,38; 29,57]

< 0,0001
5,438 [4,805; 6,942]

0,4605
Пациенты без стенокардии / Patients without angina 
pectoris, n = 68 13,29 [9,23; 20,05] 5,348 [4,931; 6,640]

Пациенты с постоянной формой ФП / Patients with 
persistent AF, n = 14 20,84 [10,75; 27,62]

0,8131
6,835 [5,276; 7,928]

0,0126
Пациенты с синусовым ритмом / Patients with sinus 
rhythm, n = 206 18,825 [11,83; 25,91] 5,393 [4,810; 6,795]

Пациенты с ожирением / Patients with obesity, n = 14 22,825 [17,12; 31,72]
0,0464

5,925 [4,957; 8,921]
0,2227

Пациенты без ожирения / Patients without obesity, n = 206 18,41 [11,07; 25,15] 5,398 [4,876; 6,840]

Примечание: ИМ – инфаркт миокарда; КА – коронарные артерии; МФА – мультифокальный атеросклероз; ФП – 
фибрилляция предсердий; ESM1 – эндокан; sEng – эндоглин.
Note: AF – atrial fibrillation; ESM-1 – endocan; MI – myocardial infarction; sEng – endoglin.
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была повышена у пациентов с терминальной стади-

ей сердечной недостаточности и снижалась после 
трансплантации сердца [14]. В настоящем исследо-

вании обнаружена отрицательная корреляционная 
связь между сывороточной концентрацией эндока-

на и фракцией выброса ЛЖ (r = 0,1969, p < 0,01).
Поскольку ожирение считается состоянием, 

связанным с низкоинтенсивным персистирующим 
воспалением, которое лежит в основе атерогенеза 
[15], ожидается, что уровень эндокана в сыворотке 
крови как провоспалительного медиатора будет по-

вышен у данной категории лиц, что подтверждается 
полученными нами данными, демонстрирующими 
статистическую значимость различий его концен-

трации между группами пациентов с ожирением и 
без метаболических нарушений (p < 0,05). Однако 
представленные в литературе данные о характере 
указанной связи весьма неоднозначны: в то время 
как в одних исследованиях также показаны более 
высокие уровни эндокана при ожирении и положи-

тельная корреляция между антропометрическими 
измерениями как общего, так и абдоминального 
ожирения [11], в других сообщалось о более низ-

ких его уровнях при данной патологии и отрица-

тельной связи с антропометрическими показателя-

ми [7]. Такие противоречия могут быть объяснены 
различными фенотипами, продолжительностью 
и степенью ожирения, размером выборки, этни-

ческой принадлежностью, а также различиями по 
возрасту и полу [6].

В обсервационном исследовании A. Klisic и 
коллег (2019) показано, что уровни эндокана в сы-

воротке крови были значительно выше в когорте 
пациентов с сахарным диабетом 2-го типа в срав-

нении с группами с преддиабетом и контрольной 
группой [16]. Примечательно, что многомерный 
логистический порядковый регрессионный анализ 
показал, что увеличение уровня эндокана в сыво-

ротке крови на одну единицу приводило к двукрат-

ному увеличению вероятности повышения уровня 
гликированного гемоглобина [16], что позволяет 
предположить связь между этим биомаркером ЭД 
и плохим гликемическим контролем. В другом ис-

следовании показано, что эндокан может являться 
прогностическим маркером снижения функции 
β-клеток и развития нарушенной толерантности к 
глюкозе и сахарного диабета 2-го типа [17]. Полу-

ченные в настоящей работе данные демонстрируют 
статистически значимую прямую корреляционную 
связь уровня эндокана с концентрацией глюкозы в 
сыворотке крови (r = 0,1886, p < 0,01) у обследован-

ных пациентов. 
Известно, что как L-эндоглин, так и S-эндоглин 

обладают способностью модулировать различные 
сигнальные пути TGF-β, регулируя баланс между 
про- и антиангиогенными реакциями TGF-β: L-эн-

доглин играет проангиогенную, S-эндоглин – анти-

ангиогенную роль [1]. Также показано, что L-эндог-

лин увеличивает уровень белка Smad2, улучшая ва-

зодилатацию, в свою очередь S-эндоглин ухудшает 
NO-зависимую вазодилатацию, хотя участвующие 
в этом процессе молекулярные механизмы изучены 
недостаточно. Растворимый эндоглин (sEng), ана-

логично S-эндоглину, усиливает атерогенез за счет 
ингибирования экспрессии eNOS и сигнализации 
TGF-β [1]. 

Так, A.D. Blann и соавт. в 1996 г. впервые про-

демонстрировали повышение уровня растворимого 
эндоглина у пациентов с атеросклерозом, который 
положительно коррелировал с уровнем общего хо-

лестерина [18]. Авторы показали, что снижение 
активного TGF-β происходит за счет образования 
комплексов с растворимой формой эндоглина, ко-

торый ингибирует связывание и передачу сигналов 
эндотелиальным клеткам [18]. S. Stefoni и коллеги 
показали, что снижение уровня TGF-β1 в сыворот-

ке крови является фактором риска развития ате-

росклероза у пациентов с терминальной стадией 
почечной недостаточности [19]. Кроме того, в не-

давних исследованиях продемонстрировано, что 
эндоглин способствует воспалительной реакции в 
эндотелиальных клетках и нарушению NO-зависи-

мой вазодилатации в присутствии такого фактора 
риска сердечно-сосудистых заболеваний, как ги-

перхолестеринемия [20].
Однако важно подчеркнуть, что в разных иссле-

дованиях полученные результаты не были согласо-

ваны и интерпретировались различным образом. 
Так, C.G. Li и соавт. (2000) предположили, что эн-

доглин является ранним показателем сосудистых 
изменений, который уменьшается по мере разви-

тия заболевания [21]. Авторы обнаружили более 
высокие уровни растворимой его формы у пациен-

тов со стенокардией и положительными пробами с 
физической нагрузкой, но с нормальными данными 
коронароангиографии в сравнении с пациентами 
с ИБС и положительной коронарографией. Бо-

лее того, в данной группе концентрация данного 
маркера была ниже, чем в группе контроля. Счи-

тается, что это снижение частично вызвано повы-

шенным образованием комплексов sEng/TGF-β1, 
что угнетает функции TGF-β1 и способствует про-

грессированию атеросклероза [21]. Кроме того, в 
поперечном исследовании с участием подростков 
с сахарным диабетом 1-го типа наблюдалось отно-

сительное снижение уровня эндоглина с развитием 
микроальбуминурии, являющейся показателем ге-

нерализованной ЭД, что свидетельствовало о том, 
что он может явиться ранним маркером сосудистых 
изменений [22]. В другом исследовании показано, 
что у пациентов с острым ИМ уровни эндоглина 
были ниже, чем у здоровых людей, что может быть 
связано с наличием нестабильных атеросклероти-

ческих бляшек, склонных к разрыву и образованию 
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ции миокарда, мультифокального атеросклероза и 
ожирения, что может послужить затруднением при 
интерпретации полученных данных.  

Заключение
В настоящее время поиск новых лабораторных 

биомаркеров является весьма многообещающим 
направлением развития современной кардиологии 
и необходим для лучшего понимания патогенети-

ческих основ сердечно-сосудистых заболеваний, 
их профилактики и определения прогноза, несмо-

тря на внутреннюю биологическую вариабель-

ность свойств сосудистого эндотелия у разных 
контингентов больных. Валидный эндотелиальный 
биомаркер должен быть специфичным для эндо-

телия, репрезентативным для основного заболева-

ния, воспроизводимым, понятным для выработки 
клинического суждения и количественно опреде-

ляться простыми и недорогостоящими методами. В 
последние годы становится популярной стратегия 
мультимаркерного подхода: результаты исследо-

ваний подтверждают, что одновременное количе-

ственное определение нескольких лабораторных 
показателей может быть более мощным инстру-

ментом стратификации риска сердечно-сосудистых 
заболеваний и мониторинга эффективности тера-

пии, поскольку позволяет более точно оценивать 
многочисленные аспекты ЭД, что неоценимо для 
фундаментальных и клинических исследований. В 
нашей работе при изучении концентрации эндока-

на в сыворотке крови у пациентов с ИБС продемон-

стрировано статистически значимое повышение 
его уровня по мере нарастания выраженности ате-

росклеротического поражения КА. Также выявле-

ны корреляционные связи различной силы между 
значениями эндокана и растворимого эндоглина и 
рядом клинико-инструментальных и лаборатор-

ных показателей. Полученные данные позволяют 
предположить возможное использование эндокана 
и растворимого эндоглина в качестве диагности-

ческих маркеров выраженности эндотелиальной 
дисфункции у пациентов с ишемической болезнью 
сердца.
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тромбов, а также выявлена ассоциация снижения 
его уровней с более высокой смертностью от сер-

дечно-сосудистых заболеваний [23]. 
В то же время у взрослых пациентов со ста-

бильной ИБС установлено, что эндоглин является 
независимым предиктором будущих сердечно-со-

судистых осложнений, особенно у больных хро-

нической сердечной недостаточностью [24]. Так, у 
пациентов со сниженной фракцией выброса была 
обнаружена сильная корреляционная связь между 
более высокими его уровнями и такими предикто-

рами смертности, как высокое конечное диастоли-

ческое давление в ЛЖ, низкая фракция выброса ЛЖ 
и высокий функциональный класс сердечной недо-

статочности [24]. Несмотря на отсутствие в насто-

ящем исследовании статистически значимых раз-

личий концентрации эндоглина между пациентами 
трех групп согласно полученным баллам по шкале 
SYNTAX, нами обнаружена значимо большая его 
концентрация у пациентов с МФА в сравнении с 
группой с поражением только КА (p < 0,0001).

Как упоминалось выше, уровни эндоглина по-

вышаются при гиперхолестеринемии и гиперглике-

мии, которые являются факторами риска развития 
системной АГ. В литературе представлен ряд работ 
по изучению концентрации эндоглина и выражен-

ности легочной гипертензии либо тяжести преэ-

клампсии у беременных. Однако нами обнаружены 
единичные работы, в которых описана взаимосвязь 
уровня эндоглина и системной АГ, гипертрофии 
ЛЖ и ЭД [8]. В работе Q. Zhang и соавт. отмечена 
положительная корреляционная связь концентра-

ции данного маркера с ТИМ сонных артерий [25].
В нашем исследовании обращает внимание на-

личие прямой статистически значимой корреляци-

онной связи между концентрацией сывороточного 
эндоглина и степенью АГ (r = 0,2756, p < 0,0001), 
межжелудочковой перегородкой (r = 0,1555, p < 
0,05), задней стенкой ЛЖ (r = 0,1738, p < 0,01), 
левым предсердием (r = 0,1627, p < 0,05), массой 
миокарда ЛЖ (r = 0,1727, p < 0,05), а также ТИМ 
сонных артерий (r = 0,3776, p < 0,01). Более того, 
впервые показана статистическая значимость раз-

личий уровня данного лабораторного показателя 
между группами с постоянной формой фибрилля-

ции предсердий и синусовым ритмом с более вы-

сокими значениями в группе с нарушением ритма 
(p < 0,05).

Ограничения исследования
Ограничением настоящего исследования явля-

ется малое количество случаев рестенозов после 
раннее перенесенной коронарной реваскуляриза-
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Основные положения
• Впервые показано, что эффективность когнитивной реабилитации (отсутствие послеопера-

ционной когнитивной дисфункции) связана с особенностями эмоциональной регуляции поведе-
ния и частотно-пространственной организации активности мозга.

• Установлено, что положительному результату когнитивной реабилитации способствует 
«преднастройка» фоновой активности коры головного мозга на частотах тета-ритма, связанная 
с такими компонентами эмоционального интеллекта, как внимание к эмоциям и использование 
эмоций при принятии решения, тогда как отличительной особенностью группы с неуспешной 
реабилитацией является связь эмпатии и высокочастотного бета2-ритма.

РОЛЬ КОМПОНЕНТОВ ЭМОЦИОНАЛЬНОГО ИНТЕЛЛЕКТА
В ЭФФЕКТИВНОСТИ МНОГОЗАДАЧНОГО ТРЕНИНГА 

У ПАЦИЕНТОВ КАРДИОХИРУРГИЧЕСКОГО ПРОФИЛЯ

Цель
Изучить связь компонентов эмоционального интеллекта (ЭИ) и электриче-
ской активности мозга, отражающих влияние когнитивной реабилитации, с 
применением многозадачного тренинга у кардиохирургических пациентов. 

Материалы 
и методы

В проспективном когортном исследовании участвовали 83 пациента, под-
вергшихся прямой реваскуляризации миокарда, из них 42 пациента прошли 
многозадачный тренинг в раннем послеоперационном периоде. Клиниче-
ское, инструментальное и расширенное нейрофизиологическое обследова-
ние выполнено до и на 11–12-е сут. после операции.

Результаты

Показано, что эффективность когнитивной реабилитации (отсутствие после-
операционной когнитивной дисфункции) связана с особенностями эмоцио-
нальной регуляции поведения, отраженными в соотношении компонентов 
ЭИ и частотно-пространственной организации активности мозга. Группа 
пациентов с положительным результатом когнитивной реабилитации (от-
сутствие послеоперационной когнитивной дисфункции) характеризовалась 
«преднастройкой» фоновой активности коры головного мозга на частотах 
тета-ритма, связанной с такими компонентами ЭИ, как внимание к эмоциям 
и использование эмоций при принятии решения, тогда как отличительной 
особенностью группы с диагностированной послеоперационной когнитив-
ной дисфункцией являлась связь эмпатии и высокочастотного бета2-ритма. 

Заключение

Регионарные особенности обнаруженных паттернов связи ЭИ и активности 
мозга позволяют предположить, что эффективность применения когнитив-
ной реабилитации с использованием многозадачного тренинга определяется 
степенью сохранности контролирующих функций коры при развитии ише-
мической болезни сердца, отраженных в особенностях эмоциональной регу-
ляции поведения таких пациентов.
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Введение
Негативные эмоции как реакция на стресс и их 

последующее длительное переживание рассматри-

ваются одним из основных психологических фак-

торов развития сердечно-сосудистых заболеваний 
[1, 2]. Эффективность регуляции эмоций, их кон-

троль и переоценка признается основой благополу-

чия и успешного решения проблем для эффектив-

ной адаптации в стрессовых ситуациях [3, 4]. Для 
психометрической оценки выражения и самокон-

троля эмоций используют показатели эмоциональ-

ного интеллекта (ЭИ) [5, 6]. 
ЭИ – это способность понимать эмоциональное 

состояние, свое и других людей, и регулировать 
эмоциональные реакции [5, 6]. Для измерения ЭИ 
используют два подхода: личностной самооценки 

Список сокращений
ИБС
ПОКД

–
–

ишемическая болезнь сердца
послеоперационная когнитивная дисфункция

ЭИ
ЭЭГ

–
–

эмоциональный интеллект
электроэнцефалограмма

Highlights

• The effectiveness of cognitive rehabilitation (the absence of the postoperative cognitive dysfunction 
(POCD) is associated with the emotional regulation of behavior and frequency-spatial organization of 
brain activity.

• The positive outcome of cognitive rehabilitation is promoted by «pre-tuning» background theta 
activity associated with the components of emotional intelligence: «attention to emotions» and «use of 
emotions in decision making». The distinctive feature of the group with unsuccessful rehabilitation is the 
link between empathy and high-frequency beta 2 rhythm.

Aim
To study the relationship between the components of emotional intelligence 
(EI) and electrical activity of the brain (EEG), reflecting the effects of cognitive 
rehabilitation using multitasking training in cardiac surgery patients. 

Methods

The prospective cohort study included 83 patients who had undergone direct 
myocardial revascularization, 42 of whom underwent multitasking training in the 
early postoperative period. Physical, laboratory, and extended neurophysiological 
examinations were performed before cardiac surgery and 11–12 days after the 
intervention.

Results

The effectiveness of cognitive rehabilitation (absence of postoperative cognitive 
dysfunction (POCD)) is related to peculiarities of emotional regulation of 
behavior, reflected in the ratio of components of EI and frequency-spatial 
organization of brain activity. The group of patients with positive cognitive 
rehabilitation (absence of POCD) is characterized by «pre-tuning» background 
theta activity associated with the components of emotional intelligence: «attention 
to emotions» and «use of emotions in decision making». The distinctive feature 
of the group with unsuccessful rehabilitation is the link between empathy and 
high-frequency beta 2 rhythm.

Conclusion

Regional features of detected coupling patterns of EI and brain activity suggest 
that the effectiveness of cognitive rehabilitation using multitasking training is 
determined by the degree of preservation of cortical control functions during the 
development of cardiac artery disease, reflected in the peculiarities of emotional 
regulation of behavior of the patients.
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Emotional intelligence • EEG • Cognitive rehabilitation • Multitasking training • 
Cardiac surgery
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ональной связи префронтальной коры с амигда-

лой и стриатумом [24]. В качестве критических 
для усиления положительных эмоций выделяют 
левые и медиальные области префронтальной и 
орбитофронтальной коры, а также дорсомедиаль-

ную префронтальную кору [25].
Эти результаты свидетельствуют о тесной свя-

зи когнитивного контроля и аффективных возраст-

ных изменений со склонностью к доминированию 
положительных либо негативных эмоций. Причем 
префронтальная кора рассматривается не только 
как структура, ответственная за снижение эффек-

тивности исполнительных и контролирующих 
функций при старении, но и как компенсаторный 
ресурс успешной регуляции когнитивных измене-

ний в пожилом возрасте [26–28].  
Изменения эмоциональной регуляции при пато-

логическом старении, отягощенном сердечно-сосу-

дистым заболеванием, могут иметь специфические 
особенности. Хронические нарушения мозгового 
кровотока у пациентов с ИБС ведут к развитию не 
только эмоциональных, но и когнитивных наруше-

ний [29, 30]. Лечение ИБС с применением хирурги-

ческих методов реваскуляризации миокарда также 
может внести свой негативный вклад, приводя к 
острому ишемическому повреждению мозга. Элек-

троэнцефалографическое исследование (ЭЭГ) го-

ловного мозга пациентов, перенесших коронарное 
шунтирование, показало сопутствующее когнитив-

ному дефициту увеличение спектральной мощно-

сти низкочастотных ритмов преимущественно в 
задних отделах коры [15]. 

Выполненный нами анализ литературы [31, 32] 
свидетельствует о продуктивности сочетания ког-

нитивной и физической нагрузки для когнитив-

ной реабилитации пациентов с ИБС. Эти данные, 
как и сведения о роли ЭИ в процессах контроля 
эффективности когнитивных функций [6, 33], по-

зволяют предположить влияние индивидуальных 
особенностей эмоциональной регуляции пове-

дения на изменения частотно-пространственной 
организации активности мозга, связанные с его 
хронической ишемией, и, соответственно, на эф-

фективность использования многозадачных тре-

нингов в раннем послеоперационном периоде 
кардиохирургического вмешательства. Проверка 
этой гипотезы и стала целью настоящей работы. 
Соотношение разных компонентов ЭИ и показа-

телей мощности биопотенциалов ЭЭГ исследо-

вано при сравнении групп кардиохирургических 
пациентов, прошедших многозадачный тренинг, и 
контрольной группы с учетом наличия или отсут-

ствия послеоперационной когнитивной дисфунк-

ции (ПОКД). 

Материалы и методы 
В исследовании приняли участие 83 пациента, 

переживаемых эмоций и тестирование эмоций как 
когнитивных способностей [7]. Прогностическое 
значение компонентов ЭИ, в частности самокон-

троля эмоций и внимания к эмоциям, показано 
при анализе самооценки состояния здоровья [8, 9]. 
Также обнаружено, что лучшим показателям са-

мооценки здоровья соответствует доминирование 
положительных эмоций при определении ЭИ как 
субъективной оценки эмоциональной экспрессии 
или восприятия эмоций респондентами разного 
возраста [10]. Пациенты с ишемической болезнью 
сердца (ИБС) характеризовались более выражен-

ным влиянием соотношения экспрессии положи-

тельных и отрицательных эмоций на интеграль-

ный показатель физического здоровья, чем психи-

ческого [11]. 
Возраст являет одним из хорошо известных 

факторов риска развития ИБС [12–14], а также по-

слеоперационного когнитивного дефицита [15–17]. 
При этом относительно изменений эмоциональной 
регуляции при старении существуют разные точки 
зрения: 1) усиление склонности к депрессивному 
состоянию, страху и тревоге [18], 2) нелинейная 
связь возраста и негативного аффекта [19] или 3) 
рост оптимизма при соответствующей переоценке 
положительных эмоций [20]. Среди пожилых лю-

дей были выделены подгруппы, отличающиеся и 
самым позитивным, и самым негативным настрое-

нием при восприятии эмоциогенных или нейтраль-

ных лиц в сравнении с молодыми, причем «нега-

тивная» группа демонстрировала более медленную 
скорость обработки информации при большей тре-

воге и нейротизме [21]. Повышенная изменчивость 
траекторий настроения с возрастом может являться 
отражением адаптивного функционирования или, 
напротив, потенциальным предвестником его дис-

функции [22]. Разнообразие полученных данных 
стимулирует дальнейшее исследование характе-

ристик аффективного профиля, необходимых и/
или достаточных для поддержания позитивного 
настроения в пожилом возрасте, несмотря на по-

вышение вероятности ослабления деятельности 
разных функциональных систем организма, в том 
числе развития ИБС или хронической ишемии го-

ловного мозга. 
Представление о возрастном увеличении эмо-

циональной позитивности интерпретируются в 
контексте теории социально-эмоциональной изби-

рательности, приводящей к улучшению регуляции 
эмоций в пожилом возрасте. С нейробиологиче-

ских позиций такой эффект может быть следстви-

ем возрастного снижения активности амигдалы 
или большего внимания и контроля в регуляции 
эмоций с вовлечением активности префронталь-

ной коры [23]. Самоконтроль и субъективная 
оценка регуляции негативных эмоций коррели-

руют с индивидуальными показателями функци-
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(ЭИ3), принятие решений на основе эмоций (ЭИ4), 
сопереживание радости (ЭИ5), сопереживание не-

счастьям (ЭИ6) и эмпатия (ЭИ7) [37]. Показатели 
ЭИ определяли однократно, сразу после включения 
в исследование.

Многоканальную регистрацию электроэнцефа-

лограммы (ЭЭГ) (62 канала; полоса пропускания 
0,1–50,0 Гц, частота дискретизации 1 000 Гц) и 
ее последующую обработку выполняли с приме-

нением системы Neuvo SynAmps 2 и программы 
Scan 4.5 (Compumedics, США) для всех пациентов 
за 3–5 дней до операции. Мощность ЭЭГ вычис-

ляли с использованием быстрого преобразования 
Фурье для 30 безартефактных эпох длительно-

стью 2 сек в 6 частотных диапазонах: тета1 (4–6 
Гц) и тета2 (6–8 Гц), альфа1 (8–10 Гц), альфа2 
(10–13 Гц), бета1 (13–20 Гц), бета2 (20–30 Гц). Бо-

лее подробно методика регистрации и обработки 
ЭЭГ описана ранее [15, 35]. 

Статистический анализ компонентов ЭИ и 
мощности ритмов ЭЭГ, зарегистрированной в 
предоперационный период, выполняли для че-

тырех групп пациентов: две группы контроля 
(с ПОКД и без ПОКД) и две группы, в которых 
выполнен когнитивный тренинг (с ПОКД и без 
ПОКД). Полученные результаты обрабатывали с 
применением пакета программ Statistica 13.3 (SN: 
JPZ912J057923CNET2ACD-K).

Результаты
Сравнение показателей возраста и ЭИ не пока-

включенных при поступлении в НИИ КПССЗ для 
выполнения коронарного шунтирования. Все па-

циенты подписали добровольное информирован-

ное согласие на участие в исследовании. Иссле-

дование одобрено этическим комитетом учреж-

дения и выполнено в соответствии со стандар-

тами надлежащей клинической практики (Good 
Clinical Practice) и принципами Хельсинкской 
декларации ВМА (пересмотр 2013 г.). Критерии 
включения и исключения указаны в предыдущей 
публикации [34]. Пациенты были разделены на 
две группы методом конвертов: 41 больной со-

ставил контрольную группу, 42 больных – группу 
когнитивной реабилитации с применением мно-

гозадачного тренинга, включающего моторную и 
когнитивную деятельность (подробнее описание 
задач приведено ранее [15, 35]). В послеопера-

ционном периоде коронарного шунтирования, 
на 11–12-й день, выполняли диагностику ПОКД 
с применением критерия 20–20 согласно соотно-

шению когнитивных показателей в до- и послео-

перационном периоде [36]. 
Клинико-анамнестические характеристики и 

интраоперационные параметры исследованных па-

циентов приведены в табл. 1.
Для определения показателей ЭИ использовали 

личностный подход, согласно которому по 5-бал-

льной шкале участники исследования оценивали 
свою эмоциональную реактивность по 7 шкалам: 
позитивная экспрессивность (ЭИ1), негативная 
экспрессивность (ЭИ2), внимание к эмоциям 

Таблица 1. Исходные клинико-анамнестические показатели пациентов в зависимости от наличия многозадачного тренинга
Table 1. Baseline clinical and anamnestic indicators of groups of patients with and without multitasking training

Показатель / Variable Группа контроля / 
Controls, n = 41

Группа когнитивной 
реабилитации / Group 

with training, n = 42
p

Возраст, лет / Age, years, Me [25; 75] 65 [61; 69] 63 [59; 69] 0,78

Мужчины / Женщины / Men / Women, n 30/11 26/6 0,22

Образование, лет / Education, years, Me [25; 75] 12 [11; 15] 11 [10; 15] 0,27
Фракция выброса левого желудочка / Left ventricular ejection 
fraction, %, Me [25; 75] 64 [55; 67] 63,5 [55; 68] 0,53

Длительность ИБС, лет / CAD history, years, Me [25; 75] 3 [1; 9] 4 [1; 6] 0,25
Функциональный класс стенокардии / Angina functional class, n (%):
I–II
III

36 (88)
5 (12)

31 (79)
9 (21)

0,23

Артериальная гипертензия, лет / Arterial hypertension, years, Me 
[25; 75] 15 [5; 20] 7 [3; 15] 0,22

Функциональный класс по NYHA / NYHA functional class, n (%):
I–II
III

40 (98)
1 (2)

40 (95)
2 (5)

0,63

Стенозы сонных артерий < 50% / Carotid artery stenoses < 50%, n (%) 13 (32) 27 (64) 0,01

Сахарный диабет 2-го типа / Type 2 diabetes, n (%) 14 (34) 8 (19) 0,27

Продолжительность операции, мин / Surgery time, min, Me [25; 75] 205 [168; 245] 213 [183; 248] 0,33

Продолжительность искусственного кровообращения, мин / Time 
of cardiopulmonary bypass, min, Me [25; 75] 69 [58;101] 82 [70; 102] 0,07

Примечание: ИБС – ишемическая болезнь сердца; NYHA – Нью-Йоркская кардиологическая ассоциация.
Note: CAD – coronary artery disease; NYHA – New York Heart Association.
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зало значимых различий между группами контро-

ля и группами когнитивного тренинга. При этом 
в группе тренинга с ПОКД, в сравнении с груп-

пой контроля с ПОКД, обнаружена тенденция 
меньших значений ЭИ2, а в группе тренинга без 
ПОКД, в сравнении с таковой с ПОКД, отмечено 
повышение этого компонента ЭИ (рис. 1). Ком-

понент ЭИ6 оказался значимо ниже в группе тре-

нинга с ПОКД при сравнении как с группой кон-

троля с ПОКД, так и группой тренинга без ПОКД. 
Количественный и возрастной состав пациентов 
исследованных групп, а также средние значения 
по шкалам ЭИ с указанием значимых или близ-

ким к ним межгрупповых различий приведены в 
табл. 2. 

Связь компонентов ЭИ и суммарных значе-
ний мощности ЭЭГ в экспериментальной и кон-
трольной группах в зависимости от выраженно-
сти ПОКД

Корреляционный анализ компонентов ЭИ и 
мощности ритмов ЭЭГ в контрольной группе и у 
пациентов, выполнивших многозадачный тренинг, 
показал их разное соотношение в зависимости 
от наличия ПОКД. В группе тренинга без ПОКД 
выявлены положительные связи ЭИ4 и мощности 
биопотенциалов низкочастотных тета- и альфа- 
ритмов и негативные – между ЭИ3 и тета1 и между 
ЭИ2 и бета1, 2 (табл. 3). Пример корреляции между 
ЭИ4 и мощностью тета1-ритма показан на рис. 2. 

В группе тренинга с ПОКД обнаружены не-

гативные связи между компонентами ЭИ5, ЭИ6, 
ЭИ7 и мощностью высокочастотных ритмов бета1 
и бета2 (см. табл. 3). В группе контроля с ПОКД 

Таблица 2. Показатели компонентов эмоционального интеллекта в исследованных группах пациентов
Table 2. The indicators of emotional intelligence (EI) components in the study groups of patients

Показатель / Variable
Группа контроля 
с ПОКД / Controls 

with POCD

Группа контроля 
без ПОКД / Controls 

without POCD

Группа тренинга с 
ПОКД / Group with 
training with POCD

Группа тренинга без 
ПОКД / Group with 

training without POCD
Мужчины / Женщины
Men / Women, n 26 (16/10) 15 (14/1) 28 (27/1) 14 (9/5)

ЭИ1 / EI1 26,0 26,9 28,4 28,1
ЭИ2 / EI2 29,3# 28,8 26,3*# 30,1*
ЭИ3 / EI3 32,8 32,4 33,4 36,4
ЭИ4 / EI4 25,3 25,3 23,8 26,5
ЭИ5 / EI5 37,2 33,9 35,2 36,9
ЭИ6 / EI6 34,4## 34,3 30,9**## 36,3**
ЭИ7 / EI7 36,1 32,5 34,2 36,0

Примечание: * p < 0,1 и ** p < 0,01 при сравнении групп когнитивного тренинга; # p < 0,1 и ## p < 0,05 при сравнении 
групп контроля по критерию Манна – Уитни; ПОКД – послеоперационная когнитивная дисфункция; ЭИ1 – позитивная 
экспрессивность; ЭИ2 – негативная экспрессивность; ЭИ3 – внимание к эмоциям; ЭИ4 – принятие решений на основе 
эмоций; ЭИ5 – сопереживание радости; ЭИ6 – сопереживание несчастьям; ЭИ7 – эмпатия. 
Note: * – p < 0.1 and ** – p < 0.01 when comparing cognitive training groups; # – p < 0.1 and ## – p < 0.05 when comparing control 
groups using the Mann-Whitney test; EI1 – positive expressiveness; EI2 – negative expressiveness; EI3 – attention to emotions; EI4 
– decision making based on emotions; EI5 – positive empathy; EI6 – negative empathy and EI7 – empathy; POCD – postoperative 
cognitive dysfunction. 

Рисунок 1. Профиль компонентов эмоционального ин-
теллекта в группах без послеоперационной когнитивной 
дисфункции (А) и с ее наличием (B); пунктир – контроль, 
сплошная линия – тренировка. Обозначения ЭИ1–ЭИ7 даны 
в табл. 2
Figure 1. Profile of emotional intelligence components in 
groups without postoperative cognitive dysfunction (A) and with 
it (B), dotted line – controls, solid line – group with training. 
Designations of EI1–EI7 are as in table 2

Рисунок 2. Пример связи ЭИ4 (ось Х) и суммарных показа-
телей мощности биопотенциалов тета1-ритма в группе па-
циентов, прошедших многозадачный тренинг
Figure 2. An example of an E4 (X-axis) relationship and total 
theta1 power in the group of patients with multitasking training
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значимых связей компонентов ЭИ и общих пока-

зателей мощности ЭЭГ в 6 частотных диапазонах 
не обнаружено, для группы контроля без ПОКД 
значимой была негативная корреляций ЭИ6 и аль-

фа1 при положительной связи этого компонента с 
бета2-ритмом (см. табл. 3), что свидетельствует о 
повышении активации коры при переживании не-

гативных эмоций совместно с окружающими людь-

ми. Сравнение коэффициентов корреляции ЭИ6 и 
бета2 в группе тренинга с ПОКД и группе контро-

ля без ПОКД показало их статистически значимое 
двухстороннее различие при p < 0,005.

Обсуждение 

Проведенное исследование продемонстриро-

вало взаимосвязь компонентов ЭИ и показателей 
мощности биопотенциалов ЭЭГ, связанных с эф-

фективностью многозадачных тренингов в раннем 
послеоперационном периоде кардиохирургическо-

го вмешательства. 
Установлен повышенный уровень компонентов 

ЭИ2 (негативная экспрессивность) и ЭИ6 (сопере-

живание несчастьям) в группе тренинга без ПОКД в 
сравнении с таковой с ПОКД, что кажется парадок-

сальным, так как ранее отмечено, что лучшей само-

Таблица 3. Коэффициенты корреляции компонентов эмоционального интеллекта 
и мощности ЭЭГ-ритмов в группах многозадачного тренинга и контроля с учетом 
наличия или отсутствия ПОКД
Table 3. The correlation coefficients of emotional intelligence components and EEG in 
the multitasking training group and the control, with and without POCD

Показатель / 
Variable

Тета1-ритм / 
Theta1 rhythm

Альфа1-ритм / 
Alpha1 rhythm

Бета1-ритм / 
Beta1 rhythm

Бета2-ритм / 
Beta2 rhythm

Многозадачный тренинг / Multitasking training
Группа тренинга с ПОКД / Group with training with POCD, n = 28

ЭИ5 / EI5 –0,40*
ЭИ6 / EI6 –0,50** –0,42*
ЭИ7 / EI7 –0,40* –0,62*

Группа тренинга без ПОКД / Group with training without POCD, n = 14
ЭИ2 / EI2 –0,54* –0,62*
ЭИ3 / EI3 –0,55*
ЭИ4 / EI4 0,58* 0,57*

Контроль / Controls
Группа контроля без ПОКД / Controls without POCD, n = 15

ЭИ6 / EI6 –0,51* 0,53*

Примечание: * p < 0,05; ** p < 0,01 по критерию Спирмена; ПОКД – 
послеоперационная когнитивная дисфункция. Обозначения ЭИ2–ЭИ7 как в табл. 2.
Note: * – p < 0.05; ** – p < 0.01 by Spearman's test; POCD – postoperative cognitive 
dysfunction. Group designations as in Table 2. 

Рисунок 3. Регионарные особенности связи ЭИ3 и ЭИ4 с мощностью тета1-ритма 
в группе тренинга без ПОКД и ЭИ7 с мощностью бета2-ритма в группе тренинга 
с ПОКД

Figure 3. Regional features of the EI3 and EI4 relationships with theta-1 rhythm power 
in Group with training without POCD and between EI7 and beta-2 rhythm power in 
Group with training with POCD

Примечание: черные кружки соответствует отведениям, для которых 
обнаружены негативные корреляции, светлые – положительные, размер кружков 
соответствует уровню 0,0001 < p < 0,05 по критерию Спирмена.

Note: The black circles correspond to the leads for which negative correlations are 
found, light – positive, the size of the circles corresponds to the level of 0.0001 < p < 
0.05 according to the Spearman criterion.

Регионарные особенности 
связи компонентов ЭИ и мощ-
ности ЭЭГ в эксперименталь-
ной и контрольной группах в 
зависимости от выраженно-
сти ПОКД 

Анализ регионарных особен-

ностей обнаруженных связей 
компонентов ЭИ и осциллятор-

ной активности мозга продемон-

стрировал, что в группе тренинга 
без ПОКД негативные связи для 
ЭИ3, но положительные для ЭИ4 
и мощности тета1-ритма пред-

ставлены фронтоокципитальной 
осью передних отделов правого 
полушария, а задних – левого 
(рис. 3, А, B). Наиболее устойчи-

вые корреляции ЭИ3 характерны 
для заднефронтальных и цен-

тральных отведений (см. рис. 3, 
А), а ЭИ4 – для центрально-пари-

етальных (см. рис. 3, B). Группа 
тренинга с ПОКД характеризова-

лась негативными корреляциями 
между ЭИ7 и левополушарной 
мощностью бета2-ритма (см. 
рис. 3, C), Остальные связи, об-

наруженные для суммарных по-

казателей мощности ЭЭГ (ЭИ6 
и бета1, 2 ритма и ЭИ7 и бета 1 
ритма), представлены, по-види-

мому, пространственно диффуз-

но, поэтому не имеют значимой 
регионарной специфики.

Аналогично выполненный 
анализ регионарной специфики 
связи ЭИ6 и ЭЭГ в бета2-диа-

пазоне для группы контроля без 
ПОКД, в том числе пример корре-

ляции параметров для отведения 
С5, показан на рис. 4; для альфа1 
выраженного регионарно специ-

фичного эффекта не обнаружено.
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Рисунок 4. Регионарные особенности положительной связи 
ЭИ6 и мощности бета2-ритма в группе контроля без ПОКД и 
пример этой корреляции в отведении С5. Размер кружков со-
ответствует уровню 0,0001 < p < 0,05 по критерию Спирмена
Figure 4. Regional features of positive EI6 relationship and 
beta 2power in Controls without POCD and an example of this 
correlation in C5 lead. The size of the circles corresponds to the 
level of 0.0001 < p < 0.05 according to the Spearman criterion

оценке состояния здоровья у пациентов с ИБС со-

ответствует преобладание позитивных эмоций [11].
Для объяснения этого влияния, по-видимому, тре-

буется сравнительный анализ эмоционального со-

стояния пациентов в до- и послеоперационном пе-

риоде, а также выравнивание соотношения мужчин 
и женщин в группах, так как фактор пола может 
влиять на профиль компонентов ЭИ [37, 38].

Показано, что в группе тренинга без ПОКД уси-

ление использования эмоций при принятии реше-

ний сопровождается снижением активации коры 
согласно синхронизации биопотенциалов в диапа-

зоне 4–10 Гц, а повышение внимания к эмоциям – 
активацией в тета1-диапазоне, при этом усиление 
негативной экспрессивности связано с десинхро-

низацией бета1-ритма.
Обнаруженные взаимосвязи компонентов ЭИ и 

мощности фоновой активности ЭЭГ в зависимо-

сти от принадлежности пациентов групп тренинга 
можно рассматривать как разную предрасположен-

ность к эффективности когнитивной реабилита-

ции, обусловленную спецификой эмоциональной 
регуляции поведения в рассмотренных группах. В 
том случае когда «преднастройка» активности моз-

га связана с компонентами ЭИ3 и ЭИ4 (внимание 
к эмоциям и использование эмоций при принятии 
решения), т. е. интернально организованной ре-

гуляции эмоционального состояния, применение 
когнитивной реабилитации с использованием мно-

гозадачного тренинга приводит к положительно-

му результату при оценке состояния когнитивного 
статуса пациентов. В группе с диагностированной 
ПОКД наиболее выраженным компонентом ЭИ, 
связанным с индивидуальной активностью мозга в 
высокочастотном бета-диапазоне, оказывается дру-

гой компонент ЭИ – эмпатия, отражающая эмоцио-

нальную реакцию на чувства других людей. Следо-

вательно, можно заключить, что индивидуальные 
особенности эмоциональной регуляции поведения 
пациентов, отраженные в психометрически оце-

ненных компонентах ЭИ, могут оказывать влияние 
на эффективность применения когнитивной реаби-

литации с использованием многозадачного тренин-

га, что необходимо учитывать для повышения его 
результативности. 

Примечательно, что связанные с ЭИ изменения 
частотно-пространственной организации актив-

ности коры, обнаруженные в группе тренинга без 
ПОКД, относятся к фронто-окципитальному гради-

енту тета-активности у пациентов, перенесших ко-

ронарное шунтирование, как это отмечено ранее при 
оценке результативности такого тренинга [31, 32]. 
Негативные связи тета-ритма и внимания к эмоциям 
(ЭИ3) и положительные – тета-ритма и использова-

ния эмоций при принятии решения (ЭИ4) – в группе 
тренинга без ПОКД можно рассматривать как про-

явление успешной эмоциональной регуляции и про-

тективный фактор в развитии ПОКД, ослабляющий 
послеоперационное увеличение мощности тета-ос-

цилляций [31] у лиц, успешно дифференцирующих 
и контролирующих эмоции, т. е. способных к эф-

фективной адаптации в условиях стресса [3, 4, 8]. В 
свою очередь наиболее выраженная связь эмпатии и 
фоновой «преднастройки» активности мозга группе 
тренинга с ПОКД отражает, по-видимому, наличие 
эмоционального сопереживания, но вне его перео-

ценки и рационального контроля. 
Группа контроля без ПОКД характеризовалась 

левополушарной высокочастотной бета2-активаци-

ей, усиливающейся при повышении сопереживания 
несчастьям (ЭИ6), что соответствует представле-

ниям о связи риска развития сердечно-сосудистых 
заболеваний и негативного эмоционального состо-

яния [1, 2]. Причем отсутствие в группе контроля 
с ПОКД значимых связей любых компонентов ЭИ 
с показателями фоновой активности мозга мож-

но рассматривать как следствие сопутствующей 
ПОКД дезорганизации функциональных нейрон-

ных сетей, предназначенных для эмоциональной 
регуляции в последующей обработке поступающей 
информации и контроле поведения.

Заключение
Анализ компонентов ЭИ в группах пациентов, 

различающихся частотой диагностики ПОКД по-

сле когнитивной реабилитации, показал разные 
формы «преднастройки» частотно-пространствен-

ной организации активности коры головного моз-

га. Сравнительно низкая частота ПОКД характерна 
при условии модуляции низкочастотного тета-рит-

ма такими компонентами ЭИ, как внимание к эмо-

циям и использование эмоций при принятии реше-

ния, тогда как группа с проявлением ПОКД отлича-
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Основные положения
• Длина теломер у пациентов с ишемической болезнью сердца короче в сравнении с длиной 

теломер здоровых людей.
• Теломерные участки ДНК при ишемической болезни сердца не восстанавливаются с течением 

времени.
• Длина теломер в атерогенезе отрицательно коррелирует с маркерами развития сердечно-со-

судистых заболеваний и воспалительного процесса.

СВЯЗЬ ДЛИНЫ ТЕЛОМЕР С МАРКЕРАМИ МЕТАБОЛИЗМА 
И ВОСПАЛЕНИЯ В ПРЕ- И ПОСЛЕОПЕРАЦИОННОМ ПЕРИОДЕ 

У ПАЦИЕНТОВ С ИШЕМИЧЕСКОЙ БОЛЕЗНЬЮ СЕРДЦА

Цель
Оценить роль изменения длины теломерных участков хромосом при ишеми-

ческой болезни сердца, обусловленной атеросклерозом коронарных артерий, 
в популяции жителей угледобывающего региона.

Материалы 
и методы

В исследование включены 60 пациентов с ишемической болезнью сердца (до 
операции и через пять лет после) и 52 здоровых человека. Выделение ДНК 
прoвoдили с использoванием стандартнoгo метoда фенoл-хлoрoфoрмнoй 
экстракции. Для измерения относительной длины теломер лейкоцитов ис-

пользован метод количественной ПЦР. Анализ биохимических параметров 
выполнен стандартными методами. В качестве маркеров воспалительного 
процесса выбраны белки цитокины. 

Результаты

Теломеры у здоровых людей значимо длиннее, чем у пациентов с ишеми-

ческой болезнью сердца. При этом длина теломерных участков ДНК не от-

личалась между пациентами до оперативного вмешательства и через 5 лет 
реабилитации. Для определения эффективности измерения теломер как 
маркера в патологии атеросклероза использован ROC-анализ. Площадь под 
ROC-кривой составила 0,998 ± 0,002. Обратная корреляционная зависимость 
выявлена между длиной теломер и общим содержанием Na, триглицеридов 
и липопротеинов высокой плотности. Значимая обратная корреляция между 
такими показателями липидного спектра, как триглицериды и липопротеины 
высокой плотности, выявлена только до оперативного вмешательства. Пока-

зана прямая и обратная зависимость длины теломер и интерлейкинов 33 и 10 
соответственно. 

Заключение
Предположительно, воспалительные процессы и окислительные стресс, до-

полняя друг друга, являются причинами невосполнимых повреждений тело-

мер, ускоряют процессы старения и приводят к необратимым последствиям 
в атерогенезе.

Ключевые слова Длина теломер • Ишемическая болезнь сердца • Атеросклероз • ПЦР
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Введение
В настоящее время наблюдается тенденция уве-

личения распространенности сердечно-сосудистых 
заболеваний (ССЗ) среди населения России. Сни-

жение или потеря функций клеток миокарда или 
сосудов является причиной как острой, так и хро-

нической дисфункции, возникающей при нормаль-

ном или патологическом старении. В ряде эпиде-

миологических исследований различных популя-

ционных выборок получены данные о связи дли-

ны теломер (ДТ) лейкоцитов со смертностью [1], 
в частности смертностью от ССЗ. Сообщается об 
обратной связи между длиной теломер лейкоцитов 
и риском развития ССЗ [2].

Список сокращений
ДТ
ИБС
ИЛ
ЛПВП

–

–

–

–

длина теломер
ишемическая болезнь сердца
интерлейкин
липопротеины высокой плотности

ЛПНП
ОДТ
ССЗ

–

–

–

липопротеины низкой плотности
относительная длина теломер
сердечно-сосудистые заболевания

Highlights

• Telomere length in patients with coronary artery disease is shorter compared to the telomere length 
of healthy individuals.

• Telomeric regions of DNA in patients with coronary artery disease do not recover over time.
• Telomere length in atherogenesis negatively correlates with markers of cardiovascular diseases and 

inflammatory process.

Aim
To assess the impact of changes in the length of telomeric regions of chromosomes 
on the course of coronary artery disease caused by coronary artery atherosclerosis 
in the population of residents of a coal-mining region.

Methods

The study included 60 patients with coronary artery disease (before surgery and five 
years after) and 52 healthy participants. We isolated the DNA using the standard 
phenol-chloroform extraction method. We used the quantitative PCR method to 
measure the relative length of leukocyte telomeres and analyzed biochemical 
parameters using standard methods, selecting cytokine proteins as markers of the 
inflammatory process.

Results

Telomeres in healthy participants were seven times longer compared to patients 
with coronary artery disease. At the same time, the length of telomeric regions of 
DNA did not differ in patients before surgery and after 5 years of rehabilitation. 
We used ROC analysis to determine the effectiveness of measuring telomeres as 
a marker of atherosclerosis. The area under the ROC curve was 0.998 ± 0.002. 
We found an inverse correlation between the telomere length and such parameters 
as the total body sodium, triglycerides and high-density lipoproteins. We noted 
a significant inverse correlation between such indicators of the lipid profile as 
triglycerides and high-density lipoproteins only in patients before surgery. The 
study results revealed direct and inverse dependence of the length of telomeres and 
cytokines such as IL-33 and IL-10, respectively.

Conclusion
Supposedly, inflammatory processes and oxidative stress, complementing each 
other, are the causes of irreparable damage to telomeres, accelerating the aging 
process and leading to irreversible consequences in atherogenesis.

Keywords Telomere length • Cardiac artery disease • Atherosclerosis • PCR
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Ранее в исследовании О.М. Поликутиной и соавт. 
показана связь между повышенным содержанием 
аэрополлютантов в атмосферном воздухе и риском 
развития ССЗ [10]. Воздействие аэрополлютантов 
на организм человека характеризуется гипоксией 
тканей и воспалительными процессами, которые 
в свою очередь являются причиной окислитель-

ного стресса [11]. Таким образом, представляется 
актуальным оценить роль изменения их длины при 
ИБС, обусловленной атеросклерозом коронарных 
артерий, в популяции жителей угледобывающего 
региона. 

Материалы и методы
В исследование включены 60 пациентов (сред-

ний возраст 59 лет) с диагностированным атеро-

склерозом коронарной артерии, получивших хи-

рургическое лечение в объеме коронарного шун-

тирования в ФГБНУ «НИИ комплексных проблем 
сердечно-сосудистых заболеваний» (Кемерово, 
Россия). В контрольную группу вошли 52 здоровых 
человека (средний возраст 54 года). Материалом 
исследования послужили образцы венозной крови, 
полученные из локтевой вены для молекулярно-ге-

нетического анализа в вакутейнер с ЭДТА, для био-

химического – в вакутейнер с активатором сверты-

вания. Для пациентов с ИБС были две контрольные 
точки исследования – до операции и через 5 лет, 
для контрольной группы – одномоментно. Более 
подробная характеристика исследованных групп 
представлена в табл. 1.

Анализ биохимических параметров проведен 
стандартными методами. В исследование вклю-

чены показатели биохимического анализа: об-

щий холестерин (ммоль/л), уровень триглицери-

дов (ммоль/л), липопротеинов низкой плотности 
(ЛПНП, ммоль/л), липопротеинов высокой плот-

ности (ЛПВП, ммоль/л), глюкозы (ммоль/л), обще-

Теломерные участки ДНК расположены на 
концах хромосом, и их длина отражает продолжи-

тельность жизни клетки. У млекопитающих тело-

меры состоят из тандемных повторов TTAGGG и 
связывающих их белков, выполняющих защитную 
функцию концевых участков хромосом [3]. Нукле-

отидные повторы ограничивают терминацию двой-

ных цепей ДНК и, таким образом, сохраняют це-

лостность генома во время репликации [4]. Умень-

шение ДТ в течение клеточного цикла приводит 
к нестабильности генома и запускает экспрессию 
белков, участвующих в апоптозе. Эти события со-

ставляют феномен, называемый клеточным старе-

нием, который связан с началом и развитием ряда 
заболеваний [5], в том числе атеросклероза [6].

Интересным остается вопрос, являются ли тело-

меры маркером атерогенеза и/или фактором риска 
развития ССЗ, в том числе ишемической болезни 
сердца (ИБС). Несмотря на большое количество 
литературных источников об изменении длин тело-

мер лейкоцитов и установленном ССЗ [7, 8], авторы 
немногих эпидемиологических исследований были 
сосредоточены именно на возможных связях ДТ и 
субклинического (бессимптомного) атеросклероза. 
На сегодняшний день лишь в ряде работ показа-

на роль коротких теломер в развитии ССЗ, в том 
числе ИБС. В настоящий момент существует неко-

торое количество экспериментальных препаратов 
для удлинения теломерных участков и замедления 
клеточного старения, однако их эффективность до 
конца не доказана и их не применяют в клиниче-

ской практике [26].
Длина теломер регулируется генетическими 

факторами и факторами окружающей среды. Ке-

меровская область – угледобывающий промыш-

ленный регион с развитой инфраструктурой, вхо-

дящий в список субъектов России с выраженными 
санитарно-эпидемиологическими проблемами [9]. 

Таблица 1. Характеристика исследованных групп пациентов
Table 1. Characteristics of the groups

Показатель / Parameter Пациенты с ИБС / CAD 
patients

Здоровые жители / Healthy 
participants

Количество / Number 60 52

Возраст, лет / Age, years, M ± SE 60 ± 1 55 ± 1

Пол (М/Ж) / Gender (M/W), n 49/11 44/6

Курение (да/нет) / Smoking (yes/no), n 38/22 27/25

Инфаркт миокарда (да/нет) / Myocardial infarction (yes/no), n 44/16

Коморбидность / Comorbidity, n
– артериальная гипертензия / arterial hypertension
– сахарный диабет / diabetes
– ХЗЛ / chronic lung disease 
Сопутствующие заболевания / concomitant diseases
– ХСН / chronic heart failure
– стенокардия / angina

53

11

12

60

54

Примечание: M – число; n – количество; SE – стандартная ошибка; ИБС – ишемическая болезнь сердца; ХЗЛ – хронические 
заболевания легких; ХСН – хроническая сердечная недостаточность. 
Note: M – number; n – quantity; SE – standard error; CAD – coronary artery disease. 
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корреляционных зависимостей использовали кри-

терий Спирмена. Различия принимали значимыми 
при p < 0,05.

Результаты
Данное исследование направлено на изучение 

теломерной длины, ее изменения с течением вре-

мени при прогрессировании ИБС, обусловленной 
атеросклерозом коронарных артерий. Результаты 
исследования показали, что ОДТ пациентов до опе-

ративного вмешательства незначительно отличает-

ся от ОДТ этих пациентов через пять лет (p > 0,05), 
но остается намного короче в сравнении с данным 
показателем у здоровых людей (рисунок), прожива-

ющих на одной территории (p < 0,001).
Для определения эффективности измерения те-

ломерных участков как маркера в атерогенезе ис-

пользовался ROC-анализ. ROC-кривые показывают 
зависимость чувствительности теста (Se) от специ-

фичности (Sp) при изменении порогового значения 
ОДТ. Площадь под ROC-кривой составила 0,998 ± 
0,002 (p = 0,001) и 0,997 ± 0,002 (p = 0,001). Порого-

вое значение ROC-анализа – соотношение циклов, 
равное 6,142.

В настоящем исследовании выявлен ряд корре-

ляционных зависимостей между ОДТ и биохими-

ческими показателями. Показана достоверная ас-

социация между ОДТ и триглицеридами (табл. 3), 
ОДТ и ЛПВП (табл. 4), однако не выявлено связи 
с ЛПНП. Также представлена обратная корреля-

ционная зависимость между ОДТ и общим содер-

жанием Na (табл. 5; p < 0,001). В данной работе в 
ходе статистического анализа выявлена прямая за-

го белка (г/л), креатинина (мкмоль/л), мочевины 
(ммоль/л), билирубина (мкмоль/л), калия (ммоль/л) 
и натрия (ммоль/л). 

В качестве маркеров воспалительного процесса 
взяты про- и противовоспалительные цитокины: 
интерлейкин 6 (ИЛ-6), интерлейкин 10 (ИЛ-10), 
интерлейкин 18 (ИЛ-18), интерлейкин 33 (ИЛ-33) 
и ST2. Для количественного определения данных 
маркеров использованы коммерческие наборы для 
иммуноферментного анализа (Invitrogen, США), 
согласно прилагаемым инструкциям. Уровень 
пептидов измерен в пг/мл. 

Выделение ДНК проводили с использованием 
стандартного метода фенoл-хлoрoфoрмнoй экс-

тракции. В качестве референсного гена использо-

вали Hemoglobin subunit gamma (HBG) [12]. Длину 
телoмерных участков ДНК oценивали при помoщи 
кoличественной пoлимеразной реакции с детекцией 
результата в режиме реальнoгo времени с флуoрес-

центным красителем SYBR Green на амплификато-

ре СFX96 Real-Time System (Bio-Rad, США). Прай-

меры синтезированы ЗАO «Еврoген» (табл. 2). Для 
оценки эффективности ПЦР анализировали графи-

ки амплификации и стандартные кривые в прoграм-

ме Bio-Rad CFX Manager. Относительную длину 
теломер (ОДТ) рассчитывали по формуле: T/S ratio 
= 2ΔСt, где T/S ratio – отношение циклов, Сt – поро-

говый цикл. Оценивали ОДТ каждого образца ДНК 
три раза для измерения средней величины и более 
высокой достоверности результатов.

Исследование выполнено в соответствии со 
стандартами надлежащей клинической практики 
(Good Clinical Practice) и принципами Хельсинк-

ской декларации ВМА (пересмотра 2013 г.). Про-

токол исследования одобрен локальным этическим 
комитетом НИИ КПССЗ. До включения в исследо-

вание у всех участников получено добровольное 
письменное информированное согласие.

Статистический анализ проводили с использо-

ванием программного обеспечения Statistica 10.0 
(StatSoft, США; BXXR210F562022FA-A). При 
оценке нормальности распределения методом Кол-

могорова – Смирнова установлено, что распреде-

ление данных по всем изученным параметрам не 
соответствовало нормальному. Следовательно, для 
сравнения групп применяли U-критерий Манна – 
Уитни, для групповых характеристик – такие пара-

метры, как медиана и квартили. Для определения 

Таблица 2. Последовательность участков праймеров, используемых в эксперименте
Table 2. Sequence of primer regions used in the experiment

N Наименование / Name Последовательность / Sequence
1 hbgF GCTTCTGACACAACTGTGTTCACTAGC

2 hbgR CACCAACTTCATCCACGTTCACC

3 teloF CGGTTTGTTTGGGTTTGGGTTTGGGTTTGGGTTTGGGTT

4 teloR GGCTTGCCTTACCCTTACCCTTACCCTTACCCTTACCCT

Относительная длина теломер лимфоцитов пациентов 

Relative length of telomeres of lymphocytes of patients

Примечание: * пациенты с атеросклерозом до операции; 
** пациенты через пять лет после операции; T/S ratio – 
отношение циклов.

Note: * patients with atherosclerosis before surgery; ** patients 
five years after surgery; T/S ratio – telomere to single copy gene 
ratio. 
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Таблица 4. Корреляционная зависимость относительной длины теломер и биохимических показателей пациентов с ИБС без ИМ
Table 4. Correlation dependence of the relative length of telomeres and biochemical parameters in CAD patients without MI

ОХС 
/ TC

Триглицерид 
/ Triglyceride

ЛПНП 
/ LDL

ЛПВП 
/ HDL

Глюкоза / 
Glucose

Общий 
белок 
/ Total 
protein

Креатинин 
max / 

Creatinine 
max

Мочевина 
/ Urea

Билирубин 
общий 
/ Total 

bilirubin
K Na

ОДТ1 
/ RTL1 –0,08 0,36 0,12 –0,39* 0,03 –0,18 0,03 0,27 –0,31 0,19 –0,21

ОДТ2 
/ RTL2 –0,12 0,17 0 –0,23 0,21 0,12 0,1 –0,02 –0,06 0,09 –0,27

Примечание: * p < 0,001; ЛПВП – липопротеины высокой плотности; ЛПНП – липопротеины низкой плотности; ОДТ1 – 
относительная длина теломер пациентов до операции; ОДТ2 – относительная длина теломер пациентов через 5 лет; ОХС 
– общий холестерин.
Note: * p < 0,001; HDL – high density lipoprotein; LDL – low-density lipoprotein; RTL1 – relative telomere length in patients before 
surgery; RTL2 – relative telomere length in patients after 5 years; TC – total cholesterol.

Таблица 3. Корреляционная зависимость относительной длины теломер и биохимических показателей пациентов ИБС с ИМ
Table 3. Correlation dependence of the relative length of telomeres and biochemical parameters in CAD patients with MI 

ОХС 
/ TC

Триглицерид 
/ Triglyceride

ЛПНП 
/ LDL

ЛПВП 
/ HDL

Глюкоза 
/ Glucose

Общий 
белок 
/ Total 
protein

Креатинин 
max / 

Creatinine 
max

Мочевина 
/ Urea

Билирубин 
общий 
/ Total 

bilirubin
K Na

ОДТ1 
/ RTL1 –0,19 –0,78* 0,03 0,38 –0,29 –0,17 –0,054945 0,217163 0,071429 –0,118622 –0,622422

ОДТ2 
/ RTL2 –0,33 –0,14 0,04 0,01 –0,27 –0,19 0,07 0,41 0,03 –0,39 –0,67

Примечание: * p = 0,001; ЛПВП – липопротеины высокой плотности; ЛПНП – липопротеины низкой плотности; ОДТ1 – 
относительная длина теломер пациентов до операции; ОДТ2 – относительная длина теломер пациентов через 5 лет; ОХС 
– общий холестерин.
Note: * p = 0.001; HDL – high density lipoprotein; LDL – low-density lipoprotein; RTL1 – relative telomere length in patients before 
surgery; RTL2 – relative telomere length in patients after 5 years; TC – total cholesterol. 

Таблица 5. Корреляционная зависимость относительной длины теломер и биохимических показателей
Table 5. Correlation dependence of relative telomere length and biochemical parameters

ОХС 
/ TH

Триглицерид 
/ Triglyceride

ЛПНП 
/ LDL

ЛПВП 
/ HDL

Глюкоза 
/ Glucose

Общий 
белок 
/ Total 
protein

Креатинин 
max / 

Creatinine 
max

Мочевина 
/ Urea

Билирубин 
общий 
/ Total 

bilirubin
K Na

ОДТ1 
/ RTL1 –0,06 0,01 0,12 –0,11 –0,19 –0,13 0,01 0,21 –0,14 0,08 –0,37*

ОДТ2 
/ RTL2 –0,16 0,1 0 –0,15 0,07 0,06 0,12 0,09 –0,02 –0,04 –0,39*

Примечание: * p < 0,001; ЛПВП – липопротеины высокой плотности; ЛПНП – липопротеины низкой плотности; ОДТ1 – 
относительная длина теломер пациентов до операции; ОДТ2 – относительная длина теломер пациентов через 5 лет; ОХС 
– общий холестерин. 
Note: * p < 0,001; HDL – high density lipoprotein; LDL – low-density lipoprotein; RTL1 – relative telomere length in patients before 
surgery; RTL2 – relative telomere length of patients after 5 years; TC – total cholesterol.

Таблица 6. Корреляционная зависимость относительной длины теломер и секреции белков цитокинов
Table 6. Correlation dependence of relative telomere length and cytokine protein secretion

ИЛ-18, 
пг/мл / 

IL-18, pg/
mL (А)

ИЛ-18, 
пг/мл / 

IL-18, pg/
mL (В)

ИЛ-10, 
пг/мл / 

IL-10, pg/
mL (А)

ИЛ-10, 
пг/мл / 

IL-10, pg/
mL (В)

ИЛ-6, 
пг/мл / 

IL-6, pg/
mL (А)

ИЛ-6, 
пг/мл / 

IL-6, pg/
mL (В)

ИЛ-33, 
пг/мл / 

IL-33, pg/
mL (А)

ИЛ-33, 
пг/мл / 

IL-33, pg/
mL (В)

ИЛ-1RL1, 
нг/мл / 

IL1RL1, 
ng/mL (А)

ИЛ-1RL1, 
нг/мл / 

IL1RL1, 
ng/mL (В)

ОДТ1 
/ RTL1 –0,3 –0,21 –0,33 –0,55* –0,07 –0,1 –0,08 –0,09 –0,05 0,14

ОДТ2 
/ RTL2 –0,12 –0,2 0,14 –0,06 0,06 0,06 –0,02 0,48* –0,03 0,2

Примечание: * p < 0,001; А – до оперативного вмешательства; В – через 5 лет после оперативного вмешательства; ИЛ 
– интерлейкин; ОДТ1 – относительная длина теломер пациентов до операции; ОДТ2 – относительная длина теломер 
пациентов через 5 лет.
Note: * p < 0,001; A – before surgery; В – 5 years after surgery; IL – interleukin; RTL1 – relative telomere length in patients before 
surgery; RTL2 – relative telomere length of patients after 5 years.



M.A. Asanov et al. 33

O
R

IG
IN

A
L

 S
T

U
D

IE
S

висимость ОДТ (В) и ИЛ-33 (В) (табл. 6; p < 0,001). 
С другой стороны, имеется обратная корреляция 
между ОДТ (А) и противовоспалительным цитоки-

ном ИЛ-10 (В) (см. табл. 6; p < 0,001). 
Не выявлено значимых корреляционных связей 

между ДТ и другими ИЛ в настоящем исследова-

нии. Обсуждение
Известно, что удлиненные теломеры связаны 

со сниженной распространенностью субклиниче-

ского атеросклероза и заболеваний перифериче-

ских артерий [13]. Благодаря систематическому 
анализу [14] выявлено, что ОДТ у пациентов с 
ИБС была значительно короче, чем у контроль-

ной группы, при этом обратно коррелировала с 
тяжестью ИБС. Полученные результаты подтвер-

ждают ранее опубликованные исследования [15]. 
Н.А. Дорощук и коллеги измеряли длину теломер-

ных участков и уровень окислительного стресса у 
больных ИБС [15]. Результат исследования пока-

зал отрицательную корреляцию вышесказанных 
параметров, при этом с увеличением уровня мар-

кера возрастал риск смертности пациентов. 
Воспаление и окислительный стресс, дополняя 

друг друга, ускоряют образование атеромы. Для 
восстановления эндотелиального повреждения 
гемопоэтические стволовые клетки ускоряют ре-

пликацию, поддерживая собственный резерв, что 
сопровождается укорочением теломер в клетках. В 
то же время уменьшение ДТ имеет обратную связь 
со скоростью репликации и потенциалом стволо-

вых клеток [16]. Недавно H.T. Lee и соавт. проде-

монстрировали, что один из продуктов окислитель-

ного стресса 8-оксогуанин разрушает теломерную 
ДНК, при этом увеличивает связывание между вы-

ступами теломер и теломеразой [17]. Данные вы-

ступы состоят из G-остатков по направлению 5’-3’ 
к концу хромосомы и связываются с шелтерином, 
белковым комплексом, защищающим теломерные 
участки от повреждений и избыточного процесса 
репарации. Следовательно, это вызывает удлине-

ние теломер [17]. С другой стороны, свободные 
радикалы кислорода (такие как O2–) увеличивают 
скорость уменьшения теломер, непосредственно 
воздействуя на GGG-специфическую последова-

тельность [27]. Воспалительные процессы часто 
сопровождаются окислительным стрессом, и, нао-

борот, окислительный стресс может быть причиной 
воспалительного процесса. Возможно, взаимодо-

полняющие свойства данных процессов объясняют 
отсутствие прогресса в восстановлении теломер-

ных участков ДНК до изначального состояния.
Образование атероматозных бляшек сопрово-

ждается отложениями холестерина и липопротеи-

нов. Липопротеины, в т. ч. триглицериды, ЛПНП и 
ЛПВП, являются биомаркерами и факторами риска 
развития ССЗ. В литературе практически отсут-

ствуют данные о связи длин теломер с показателя-

ми биохимического анализа, в основном показаны 
связи с биомаркерами дислипидемии [18]. В иссле-

довании липидного обмена у пациентов при стено-

кардии напряжения и инфаркте миокарда определе-

но образование модифицированных форм ЛПВП, 
обогащенных триглицеридами [28]. Повышенный 
уровень триглицеридов является центральным 
признаком комплекса атерогенной дислипидемии, 
включающей пониженный уровень ЛПВП и повы-

шенный уровень ЛПНП [2]. 
В нескольких эпидемиологических исследова-

ниях за последнее десятилетие подтверждена неза-

висимая и противоположная роль ЛПНП и ЛПВП 
в развитии сердечно-сосудистых заболеваний [19]. 
ЛПНП являются основным переносчиком холесте-

рина в периферические ткани, тогда как обратный 
транспорт ЛПВП возвращает избыток тканевого 
холестерина в печень. Параллельно с их транс-

портными функциями высокий уровень холесте-

рина ЛПНП связан с повышенным риском ССЗ, 
тогда как высокий уровень холестерина ЛПВП, 
по-видимому, является защитным [20]. ЛПВП слу-

жат важными переносчиками продуктов окисления 
липидов в плазме [20]. Одна из хорошо известных 
защитных функций ЛПВП – способность предот-

вращать окисление ЛПНП, таким образом уровень 
ЛПВП в организме будет прямо пропорционально 
зависеть от уровня ЛПНП. В основном теломеры 
не связывают с показателями липидного обмена, 
однако в одном исследовании продемонстрирова-

на ассоциативная связь между длиной теломерных 
повторов ДНК и ЛПВП у пациентов молодого и 
пожилого возраста [21]. Авторы объяснили данную 
корреляцию антиоксидантными и противовоспали-

тельными функциями ЛПВП. 
Накопление Na при ИБС зависит от продолжи-

тельности ишемии. Существует тесная связь между 
накоплением Na в миокарде и снижением скорости 
потребления кислорода или недостаточностью вос-

становления сократительной способности реперфу-

зированного сердца [22]. При анаэробных условиях, 
созданных ишемией, разность в потребности и син-

тезе молекул активных форм кислорода становится 
критической, что приводит к истощению энергии. 
Вследствие этого развивается дисфункция ионных 
каналов, что приводит к нарушению ионного рав-

новесия. Накопление клетками ионов, их избыток, 
формирует цитотоксический отек, при котором воз-

можен окислительный стресс с высвобождением 
активных форм кислорода [23]. K. Tanonaka и соавт. 
продемонстрировали зависящее от продолжительно-

сти ишемии накопление Na+ в митохондриях и тес-

ную связь между увеличением содержания данного 
иона и снижением способности митохондрий про-

изводить энергию в ишемизированном сердце [22]. 
Перегрузка митохондрий Na+ во время ишемии мо-

жет быть связана с функциональным изменением 
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ишемизированного / реперфузированного сердца 
через нарушение функции митохондрий. Наруше-

ние нормальных процессов внутри митохондрии 
приводит к возникновению окислительного стрес-

са и высвобождению активных форм кислорода. 
Значимые корреляции ОДТ с другими биохимиче-

скими показателями отсутствуют.
ИЛ-33 представляет собой цитокин, принадле-

жащий семейству ИЛ-1. Показано, что после по-

падания во внеклеточный компартмент в ответ на 
повреждение ткани или воспаление внеклеточный 
ИЛ-33 действует как мощный индуктор воспале-

ния [24] что, возможно, приводит к окислительно-

му стрессу, высвобождению активных форм кис-

лорода и повреждению ДНК.
Низкая концентрация ИЛ-10 в организме спо-

собствует развитию и прогрессированию атеро-

склероза [25]. Одна из функций ИЛ-10 заключается 
в подавлении белков провоспалительных цитоки-

нов. Таким образом, вероятно, в ответ на послед-

ствия атерогенеза, включающий воспалительный 
процесс и секрецию провоспалительных цитоки-

нов, уровень секреции ИЛ-10 оставался довольно 
высоким после коронарного шунтирования.

Заключение
Установлено, что длина теломерных участков 

ДНК при ИБС не меняется с течением времени и зна-

чительно короче в сравнении с длиной теломер здо-

ровых людей. Длина теломер при ИБС отрицательно 

коррелирует с биохимическими показателями, мар-

керами развития ССЗ: липопротеинами и свободны-

ми ионами. Кроме того, обнаружена отрицательная 
корреляция ОДТ и ИЛ-33 и прямая корреляция ОДТ 
и ИЛ-10. Предположительно, воспалительные про-

цессы и окислительные стресс, дополняя друг друга, 
являются причинами невосполнимых повреждений 
теломер, ускоряют процессы старения и приводят к 
необратимым последствиям в атерогенезе. Для вы-

яснения биологии теломер в атерогенезе требуются 
дополнительные исследования.
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Основные положения
• Современные алгоритмы применения оптической когерентной томографии при чрескожных 

коронарных вмешательствах просты в освоении и понятны в применении, но являются в значи-

тельной части декларативными, не проверенными на практике. В частности, средний диаметр ре-

ференсного просвета занижает оценку оптимального диаметра стента пропорционально степени 
стенозирования, то есть разнице между минимальным и максимальным диаметрами (асимметрии) 
просвета, а выбор диаметра стента по среднему диаметру просвета ведет к недораскрытию стента.

ОПТИЧЕСКАЯ КОГЕРЕНТНАЯ ТОМОГРАФИЯ 
ПРИ СЛОЖНЫХ ЧРЕСКОЖНЫХ КОРОНАРНЫХ ВМЕШАТЕЛЬСТВАХ: 

ВЛИЯНИЕ АСИММЕТРИИ ПРОСВЕТА АРТЕРИИ НА РАСКРЫТИЕ СТЕНТА

Цель Проверить гипотезу о том, что выбор размеров стента по среднему диаметру 
референсного просвета может быть причиной недораскрытия стента.

Материалы 
и методы

В проспективное когортное исследование включены пациенты с хронической 
ишемической болезнью сердца и сложной анатомией поражений, которым 
чрескожное коронарное вмешательство было выполнено под контролем оп-

тической когерентной томографии (ОКТ). По результатам ОКТ определены 
дистальный и по возможности проксимальный референсные сегменты, в ко-

торых измерялись минимальный, максимальный диаметры, а также рассчи-

тывался средний диаметр просвета, по которому выбирался размер стента. 
По результатам повторной ОКТ после имплантации стента оценена степень 
раскрытия стента. Предполагаемая связь между степенью раскрытия им-

плантированного стента и исходной асимметрией просвета, определяемой 
как относительная разность максимального и минимального диаметров, из-

учена методом корреляционного анализа. Линейная регрессия использована 
для определения порогового значения асимметрии, соответствующего кли-

нически релевантному раскрытию стента ≥ 80%.

Результаты

В исследование включены 24 пациента, из них 3 были исключены ввиду невоз-

можности выполнить исходную ОКТ до предилатации поражения. В среднем 
максимальный диаметр дистального референсного просвета сосуда с видимой 
частью наружной эластической мембраны по ОКТ составил 2,87 ± 0,66 мм, 
минимальный – 1,85 ± 0,44 мм. Среднее отношение минимального и макси-

мального диаметров – 0,35 ± 0,09. Средний диаметр составил 2,30 ± 0,51 мм, 
средняя разница между максимальным и средним диаметрами – 0,61 ± 0,28 мм. 
Критерий раскрытия стента ≥ 80% достигнут в 6 (28,6%) случаях. По резуль-

татам корреляционного анализа выявлена статистически значимая обратно 
пропорциональная зависимость относительной степени раскрытия стента 
от исходной разности максимального и минимального диаметров, при этом 
клинически релевантное раскрытие стента ≥ 80% наблюдалось при относи-

тельной разности диаметров ≤ 30% (r = –0,41, p = 0,032).

Заключение При выраженной асимметрии просвета референсного сегмента артерии исполь-

зование среднего диаметра стента ассоциировано с недораскрытием стента. 

Ключевые слова
Ишемическая болезнь сердца • Сложное чрескожное коронарное вмешатель-

ство • Оптическая когерентная томография • Степень раскрытия стента • 
Асимметрия просвета артерии
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Введение
Ишемическая болезнь сердца остается глав-

ной причиной смерти взрослого населения РФ. 
Патогенетическим методом ее лечения является 
реваскуляризация миокарда: хирургическая или 
эндоваскулярная. Последняя, обладая уникальным 

сочетанием хирургической радикальности и малой 
травматичности, стала ведущим способом лечения 
данной патологии сердечно-сосудистой системы: 
сегодня в РФ количество выполняемых операций 
чрескожного коронарного вмешательства (ЧКВ) 
примерно в 6 раз превосходит количество опера-

Список сокращений
ВСВ
ОКТ

–
–

внутрисосудистая визуализация
оптическая когерентная томография

ЧКВ – чрескожное коронарное вмешательство

Highlights

• Contemporary algorithms for optical coherence tomography (OCT)-guided percutaneous coronary 
intervention (PCI) are easy to learn and understand, however, these algorithms are mostly declarative, 
and not substantiated in practice. In particular, using the mean reference lumen diameter may result in 
underestimation of the optimal stent size in relation to the degree of stenosis, i.e., the difference between 
the minimum and maximum diameters (lumen asymmetry), whereas choosing a stent based on the mean 
lumen diameter leads to stent underexpansion.

Aim
To assess whether choosing a stent size based on the mean lumen diameter of the 
reference segment of the artery may result in its underexpansion.

Methods

The prospective cohort study included patients with chronic coronary artery disease 
and complex lesion anatomy who underwent high-risk OCT-guided PCI. Based on the 
OCT results, the distal and proximal reference segments were determined, in which 
the minimum and maximum diameters were measured, followed by calculating the 
mean lumen diameter, which was further used for stent selection. Based on the results 
of repeated OCT after stent implantation, the degree of stent expansion was assessed. 
The expected relationship between the degree of stent expansion and the baseline lumen 
asymmetry was assessed by correlation analysis. Linear regression was used to determine 
the asymmetry threshold corresponding to clinically relevant stent expansion of 80%.

Results

Overall, 24 patients were enrolled, 3 of them were excluded because of inability 
to perform OCT without lesion predilatation. On average, the maximum and 
minimum diameters of the distal reference lumen of the vessel with partially visible 
external elastic lamina according to OCT were 2.87 ± 0.66 mm and 1.85 ± 0.44 mm, 
respectively. The ratio between minimum and maximum diameter was 0.35 ± 0.09. 
The mean diameter was 2.30 ± 0.51 mm, the difference between the maximum 
and mean diameters was 0.61 ± 0.28 mm. The criterion of stent expansion ≥ 80% 
was achieved in 6 cases (28.6%). The correlation analysis has shown a statistically 
significant inversely proportional dependence of the relative stent expansion on the 
baseline lumen asymmetry (the difference between the maximum and minimum 
diameters (r = –0.41, p = 0.032), while clinically relevant stent expansion ≥ 80% 
was observed with a relative difference in diameters of less than 30%.

Conclusion
In case of significant lumen asymmetry choosing a stent diameter based on the 
mean lumen diameter is associated with stent uderexpansion.

Keywords
Coronary artery disease • High-risk percutaneous coronary intervention • Optical 
coherence tomography • Stent expansion • Coronary lumen asymmetry
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референсного диаметра пропорционально степени 
стенозирования, т. е. разнице между минимальным 
и максимальным диаметрами. Как результат, выбор 
диаметра стента по среднему значению максималь-

ного и минимального диаметров просвета потенци-

ально ведет к недораскрытию стента.
Цель данного исследования – проверить вы-

шеописанную гипотезу о том, что недостаточная 
степень раскрытия стента может быть обусловлена 
выбором его размеров по среднему диаметру про-

света референсного сегмента артерии.

Материалы и методы
Данное исследование является частью выполня-

емого в НИИ кардиологии ТНИМЦ проспективно-

го, рандомизированного, контролируемого иссле-

дования эффективности и безопасности ОКТ-ас-

систированной коррекции дефектов имплантации 
стентов, одобренного Комитетом по биомедицин-

ской этике НИИ кардиологии ТНИМЦ (протокол 
№ 232 от 26 октября 2022 г.). Все пациенты, вклю-

ченные в данное исследование, дали информиро-

ванное согласие на участие.
В настоящее исследование включали пациен-

тов с хронической ишемической болезнью сердца 
и высоким риском ЧКВ вследствие анатомической 
сложности поражений коронарных артерий, кото-

рым, согласно внутреннему протоколу НИИ кар-

диологии ТНИМЦ, вмешательства выполняли под 
контролем ОКТ. Критериями включения были воз-

раст старше 18 лет, показания к реваскуляризации и 
техническая возможность выполнить ЧКВ, хотя бы 
один из критериев высокого риска ЧКВ (стволовое 
поражение, длинное поражение > 28 мм, бифурка-

ционное поражение, кальцинированное поражение 
по данным коронарной ангиографии), согласие 
пациента на участие в исследовании. Критерии 
исключения: наличие противопоказаний к прове-

дению ЧКВ и/или ОКТ, показания к реваскуляриза-

ции, но было принято совместное решение о преи-

муществе коронарного шунтирования, тяжелые со-

путствующие заболевания или состояния, которые 
существенно увеличивают риск вмешательства, 
отзыв пациентом согласия на участие в исследо-

вании. Дополнительным критерием исключения 
была невозможность выполнить исходное ОКТ без 
предилатации. 

Процедура ЧКВ проведена в рентгенопераци-

онной, оснащенной ангиографической системой 
Azurion 7 (Philips, Нидерланды). Доступ осущест-

влен через правую лучевую артерию с использова-

нием проводниковых катетеров 6 Fr. ОКТ выпол-

нена с применением системы OPTISTM System (St. 
Jude Medical, США) и катетеров Dragonfly OpStarTM 

imaging catheter (Abbott, США). После проведения 
катетера по 0,014” проводнику в зону целевого по-

ражения проведены инъекция контраста в просвет 

ций коронарного шунтирования [1]. Тем не менее 
ЧКВ показали сравнительно меньшую отдаленную 
эффективность в сравнении с коронарным шунти-

рованием и, следовательно, требуют совершенство-

вания как технического (новые стенты, новые мето-

ды внутрисосудистой физиологии/визуализации и 
т. д.), так и методологического (например, приме-

нение новых алгоритмов стентирования на основе 
полученных по внутрисосудистой визуализации 
данных). Учитывая количество выполняемых ЧКВ, 
любое повышение эффективности данного метода 
способно обеспечить значительное снижение сер-

дечной и общей смертности. Одним из наиболее 
перспективных направлений повышения эффек-

тивности ЧКВ сегодня является использование 
внутрисосудистой визуализации (ВСВ). 

Применение ВСВ на этапе диагностики позво-

ляет оптимизировать тактику вмешательства при-

мерно в 86% случаях вследствие уточнения морфо-

логии и геометрии стенозов, референсных диаме-

тров и зон посадки стентов [2]. В связи с появле-

нием и распространением технологий ВСВ возник 
вопрос: в каких ситуациях и каким образом их 
нужно применять и как интерпретировать получен-

ную информацию? Большой массив гетерогенных 
данных о значении тех или иных морфологиче-

ских «феноменов» и измеряемых геометрических 
параметров требуется структурировать в единый 
алгоритм, который позволил бы рентгенэндоваску-

лярному хирургу быстро и эффективно использо-

вать информацию, получаемую с помощью ВСВ. 
В настоящее время для оптической когерентной 
томографии (ОКТ) практически единственной по-

пыткой в этом отношении является алгоритм MLD-
MAX [3]. Часть MLD (M – morphology, L – length, 
D – diameter) представляет собой оценку анатомии 
и морфологии поражения для оптимизации им-

плантации стента – определение посадочных зон и 
размеров стента. Часть MAX (M – Medialdissection, 
A – Apposition, X – eXpansion): оценка дефектов 
стентирования и определение стратегии их опти-

мизации. Однако, несмотря на кажущуюся утили-

тарность, часть его аспектов пока в значительной 
степени декларативна и требует уточнения и дора-

ботки. В частности, нет указаний, как выбрать зону 
проксимальной посадки в отсутствие интактного 
сегмента, не выглядит обоснованным определение 
проксимального референсного диаметра по про-

свету в той же ситуации, а также использование 
среднего диаметра при выраженной асимметрии 
просвета. Последнее представляется особенно важ-

ным, поскольку эксцентричный рост бляшки в про-

свет сосуда уменьшает его диаметр в направлении, 
перпендикулярном этому росту, так что минималь-

ный диаметр отражает эффект стенозирования, а 
максимальный – исходный интактный размер. Со-

ответственно, средние значения занижают оценку 
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и дистального референсных диаметров. Длиной 
стента считали расстояние от дистального до прок-

симального референсного сегмента или до устья 
артерии или ближайшего участка материнского со-

суда (при пересечении бифуркации) в зависимости 
от выбранной стратегии стентирования. 

Пациентам имплантировали стенты с лекар-

ственным покрытием 2-го поколения. В качестве 
медикаментозной терапии все получали двойную 
антитромбоцитарную терапию, в соответствии с 
действующими клиническими рекомендациями. 
После ЧКВ двойная антитромбоцитарная терапия 
была рекомендована всем пациентам. Во время 
ЧКВ все больные получали антикоагулянтную те-

рапию нефракционированным гепарином под кон-

тролем активированного времени свертывания в 
диапазоне 250–300 сек.

Первичной конечной точкой была относитель-

ная степень раскрытия стента по площади – сте-

пень раскрытия стента относительно площади 
дистального референсного сегмента, при наличии 
проксимального – относительно средней площади 
референсных сегментов.

Статистический анализ. Непрерывные пере-

менные представлены как средние значения (стан-

дартное отклонение), категориальные – как n (%). 
Связь между средним диаметром просвета до стен-

тирования и степенью раскрытия имплантирован-

ного стента оценивали с помощью корреляционно-

го анализа Пирсона, исходя из визуально линейной 
связи между переменными на XY-диаграмме. Зна-

чимость корреляций анализировали с использова-

нием t-критерия Стьюдента. Значение p < 0,05 было 
принято как уровень статистической значимости. 
Весь анализ проведен при помощи пакета про-

грамм STATISTICA 10 (StatSoft, Inc., США).

Результаты
Всего в исследование включены 24 пациента, из 

них 3 исключены ввиду невозможности выполнить 
ОКТ до предилатации поражения (рис. 1). Исход-

ные и процедурные характеристики представлены 

сосуда с целью создания оптического окна для ОКТ 
и сканирование сегмента длиной 54 мм со стандарт-

ной скоростью 20 мм/сек. При большей длине зоны 
интереса сканирование выполнялось в два приема. 
После формирования изображения ОКТ опреде-

лены оптимальные дистальный и проксимальный 
(при наличии) референсные сегменты (зоны посад-

ки стента). Затем диаметры референсных сегмен-

тов и расстояние между ними были использованы 
для определения оптимальных размеров стента. 
Определяли дистальный референсный сегмент как 
ближайший участок артерии с визуализацией на-

ружной эластической мембраны более чем на 180° 
по окружности либо как прилежащий сегмент с 
наибольшим просветом, избегая атером с тонкой 
крышкой, жировых ядер и эксцентричного кальция 
в соответствии с оригинальным алгоритмом MLD 
MAX. Выбирали проксимальные референсные сег-

менты как прилежащие сегменты с наибольшим 
просветом, избегая атером с тонкой крышкой, жи-

ровых ядер и эксцентричного кальция. Поскольку 
в исследование включали пациентов со сложной 
анатомией поражений, проксимальные референс-

ные сегменты с интактной стенкой более 180° по 
окружности практически отсутствовали. В части 
случаев проксимальные референсные сегменты 
отсутствовали полностью, и стентирование выпол-

няли «от устья» или с пересечением боковой ветви 
(по выбору оператора), дистальные имели значи-

тельный объем поражения по окружности пораже-

ния и, как следствие, асимметрию просвета. Мы 
использовали дистальный референсный сегмент 
для оценки асимметрии просвета, обусловленной 
эксцентрическим ростом бляшки, поскольку на 
этих сегментах частично присутствовала наружная 
эластическая мембрана и можно было видеть, что 
асимметрия диаметров вызвана именно вышеука-

занным феноменом. Первым этапом размер стента 
выбирали по диаметру дистального референсного 
сегмента, который в свою очередь определяли по 
просвету сосуда с использованием встроенного ав-

томатического расчета минимального, максималь-

ного и среднего диаметров по мануально постро-

енному контуру изображения просвета. Диаметр 
стента определяли путем округления полученного 
среднего значения диаметра вверх до ближайшего 
кратного 0,25–0,5 мм. Проксимальный референс-

ный участок устанавливали условно, если имелось 
расширение просвета артерии проксимальнее сте-

ноза с диаметром, приближенно соответствующим 
ожидаемому интактному диаметру. При наличии 
интактного проксимального референсного сег-

мента или выраженном различии (> 1 мм) между 
диаметрами дистального и условного (ближайше-

го с наибольшим просветом пораженного участ-

ка) проксимального референсов диаметр стентов 
выбирали как среднее значение проксимального 

Рисунок 1. Блок-схема исследования

Figure 1. Flowchart of the study

Примечание: ОКТ – оптическая когерентная томография; 
ЧКВ – чрескожное коронарное вмешательство.

Note: OCT – optical coherence tomography; PCI – percutaneous 
coronary intervention.
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в табл. 1 и 2 соответственно. 
Средний возраст пациентов 
составил 67,4 ± 8,4 года, со-

отношение мужчин и жен-

щин было примерно одина-

ковым (количество женщин 
11 – 45,8%). В исследовании 
также выявлена высокая доля 
пациентов с сахарным диабе-

том (11 пациентов – 45,8%), 
при этом неконтролируемым 
он был лишь у половины.

Суммарно вмешательство 
выполнено на 45 сосудистых 
сегментах. В табл. 2 пред-

ставлено распределение по 
частоте реваскуляризации 
того или иного сегмента. 
Наибольшая частота опре-

делена для проксимального 
сегмента передней нисходя-

щей артерии (49% общего 
числа сегментов). В общей 
сложности у 95,8% паци-

ентов выявлено поражение 
проксимального сегмента пе-

редней нисходящей артерии. 
Поражение ствола выявлено 
у 1 (4,2%) пациента, длинное 
поражение (более 28 мм) – у 
19 (79,8%), бифуркационное 
поражение – у 20 (83,3%), из 
них истинное (Medina 1,0,1, 
0,1,1, 1,1,1 согласно 16-му 
экспертному консенсусному 
документу Европейского би-

фуркационного клуба [6]) – у 
8 (42,1% общего числа би-

фуркационных поражений). 
Кальцинированное пораже-

ние (Ca-индекс 4 по критери-

ям Fujino et al.) установлено 
у 10 (41,7%) пациентов. 

У трех пациентов не уда-

лось выполнить диагности-

ческую ОКТ из-за высокой 
степени стенозирования, ви-

зуализация была проведена 
после предилатации и, соот-

ветственно, деформации ис-

ходного просвета. Таким об-

разом, взаимосвязь среднего 
диаметра просвета и степени 
недораскрытия стента изуче-

на у 21 пациента. В среднем 
максимальный диаметр дис-

тального референсного про-

Таблица 2. Характеристика чрескожного коронарного вмешательства
Table 2. Percutaneous coronary intervention characteristics

Длительность процедуры, мин / Procedure deration, min 108,6 ± 47
Лучевая нагрузка, мЗв / Radiation exposure, mSv 6,9 ± 3,9
Объем вводимого контрастного вещества, мл / Contrast volume, mL 264,8 ± 91,3
Пораженный сегмент / Target lesion, n (%)
ЛКА / LM
Пр/3 ПНА / Proximal LAD
Ср/3 ПНА / mid LAD
Д/3 ПНА / distal LAD
ДА / DA
ОА/ВТК / LCx/OM
ПКА / RCA

1 (2)
23 (49)
13 (28)
3 (6)
3 (6)
2 (4)
2 (4)

Кол-во реваскуляризированных поражений / Number of stented lesions, n
1 поражение / 1 lesion
2 поражения / 2 lesion
3 поражения / 3 lesion

7 (29)
14 (58)
3 (13)

Кол-во реваскуляризированных сосудов / Number of stented vessels, n (%)
1 поражение / 1 vessel
2 поражения / 2 vessel
3 поражения / 3 vessel

22 (91,7)
1 (4,2)
1 (4,2)

Сосудов с протяженным поражением (длина стента ≥ 28 мм) / Vessels 
with long lesion, n (%) 19 (79,2)

Бифуркационное поражение / Bifurcation lesion, n (%) 20 (83,3)
Бифуркационное поражение по Medina / Medina bifurcation lesions, n (%)
0.0.1

0.1.1

1.1.0

1.1.1

1 (5,3)
2 (10,5)
9 (47,7)
6 (31,6)

Сосуды с кальцинированным поражением / Vessels with calcified 
lesions, n (%) 10 (41,7)

Примечание: ВТК – ветвь тупого края; ДА – диагональная артерия; ЛКА – ствол 
левой коронарной артерии; ОА – огибающая артерия; ПКА – правая коронарная 
артерия; ПНА – передняя нисходящая артерия.
Note: DA – diagonal artery; LAD – left anterior descending artery; LCx – left circumflex 
artery; LM – left main; OM – obtuse margin; RCA – right coronary artery. 

Таблица 1. Исходная характеристика пациентов (n = 24)
Table 1. Baseline characteristics of patients (n = 24)

Возраст, лет / Age, y 67,4 ± 8,4
Женский пол / Female, n (%) 11 (45,8)
История болезни / Anamnesis morbi, n (%)
ПИКС / PICS
ФП / AF
СД / DM

6 (25)
4 (16,7)
11 (45,8)

История жизни / Anamnesis vita
ИМТ / BMI
Курение / Smoking, n (%)
Гликированный гемоглобин ≥ 7,5% / Glycated hemoglobin ≥ 7,5%, n (%)
СКФ / GFR

31,27 ± 5,36
2 (8,3)
6 (25)

71,4 ± 15,1
ФВ ЛЖ / LV EF, % 67,2 ± 6,87
Показания для реваскуляризации / Indications to revascularization
Стресс-ЭхоКГ / Stress-Echo, n (%)
Сцинтиграфия миокарда / Myocardial scintigraphy, n (%)
МРК / iFR, n
ФРК / FFR, n
Клинически / Clinical, n (%)

6 (25) 
11 (45,8)

6 (25)
1 (4)

3 (12,5)

Примечание: ИМТ – индекс массы тела; МРК – моментальный резерв кровотока; 
ПИКС – постинфарктный кардиосклероз; СД – сахарный диабет; СКФ – скорость 
клубочковой фильтрации; ФВ ЛЖ – фракция выброса ЛЖ; ФП – фибрилляция 
предсердий; ФРК – фракционный резерв кровотока.
Note: AF – atrial fibrillation; BMI – body mass index; DM – diabetes mellitus; FFR – 
fractional flow reserve; GFR – glomerular filtration rate; iFR – instantaneous wave-free 
ratio; LV EF – left ventricle ejection fraction; PICS – postinfarction cardiosclerosis. 
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Рисунок 2. Зависимость степени раскрытия по площади от 
отношения разности диаметров
Figure 2. Dependence of the degree of stent expansion on the 
relative diameter difference

света составил 2,87 ± 0,66 мм, минимальный – 1,85 ± 
0,44 мм. Абсолютная разница составила 1,06 ± 0,45 
мм, а отношение минимального и максимального 
диаметров – 0,35 ± 0,09. Средний диаметр просвета 
по данным ОКТ зарегистрирован на уровне 2,30 ± 
0,51 мм, при этом разница между максимальным и 
средним диаметрами составила 0,61 ± 0,28. Стент 
выбирался на основании среднего значения прок-

симального и дистального рефересных сегментов, 
значение которого составило 3,01 ± 0,49 мм. 

Степень раскрытия стента после оптимизации в 
среднем составила 73,23 ± 17,66%. Критерий в 80% 
раскрытия достигнут в 6 (28,6%) случаях.

По результатам корреляционного анализа вы-

явлена статистически значимая обратная линейная 
связь между относительной разностью диаметров 
и относительной степенью раскрытия стента по 
площади (r = –0,41, р = 0,032) (рис. 2). Согласно 
полученной зависимости, степень раскрытия 80% 
и более наблюдалась при относительной разности 
диаметров менее 30%.

Обсуждение
Распространенность и тяжесть коронарных по-

ражений быстро нарастает по мере старения насе-

ления и увеличения коморбидности, в первую оче-

редь сахарного диабета. При этом вследствие тех 
же факторов увеличивается риск хирургической 

реваскуляризации, поскольку пожилые пациенты 
с многочисленными сопутствующими заболевани-

ями плохо переносят искусственную вентиляцию 
легких, обширную хирургическую травму грудной 
клетки, кровопотерю, а также иммобилизацию и 
ограничение движения в постоперационном пе-

риоде. В результате у больных, направляемых на 
ЧКВ, растет доля сложных и диффузных пораже-

ний коронарных артерий, при которых традици-

онные преимущества методов ВСВ в определении 

Таблица 3. Количественный анализ срезов ОКТ (n = 21)
Table 3. Quantitative assessment of OCT (n = 21)

Максимальный диаметр по ОКТ, мм / Maximum diameter according to OCT, mm 2,87 ± 0,66
Минимальный диаметр по ОКТ, мм / Minimum diameter according to OCT, mm 1,85 ± 0,44

Средний диаметр по ОКТ, мм / Mean diameter of the OCT, mm 2,30 ± 0,51
Различие среднего и максимального диаметров, мм / The difference between the mean and maximum 
diameters, mm 0,61 ± 0,28

Абсолютное различие минимального и максимального диаметров, мм / The absolute difference between the 
minimum and maximum diameters, mm 1,06 ± 0,45

Относительное различие минимального и максимального диаметров, мм / The relative difference between the 
minimum and maximum diameters, mm 0,35 ± 0,09

Степень раскрытия по ОКТ / Stent expansion, % 73,23 ± 17,66

Морфология поражения / Lesion morphology, n (%)

    атерома / atheroma
    фиброз / fibrosis
    кальциноз (выраженный) / calcim (severe)

1 (4,8)
12 (57,1)
8 (38,1)

Дистальный референсный диаметр, мм / Distal reference diameter, mm 2,53 ± 0,51

Средний референсный диаметр, мм / Mean reference diameter, mm 3,01 ± 0,49

Средний диаметр стента, мм / Mean stent diameter, mm 3,31 ± 0,44

Минимальная площадь просвета, мм2 / Minimal stent area, mm2 5,56 ± 2,04

Интраоперационные осложнения / Intraoperative complications, n (%)

• диссекция / dissection
• перфорация / perforation
• протрузия / protrusion
• недораскрытие / underexpansion
• мальпозиция / malposition

5 (24)
1 (5)
3 (14)
15 (71)
5 (24)

Примечание: ОКТ – оптическая когерентная томография.
Note: OCT – optical coherence tomography. 
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оптимального размера стента ограничены отсут-

ствием интактных референсных сегментов и, как 
следствие, невозможна визуализация наружной 
эластической мембраны на большей части окруж-

ности просвета артерии. В результате все чаще 
приходится выбирать размер стентов по диаметру 
просвета референсных участков. Так, например, 
такой подход выбран в исследованиях ILUMIENIII 
и OPINION, что, очевидно, отражает серьезные со-

мнения исследователей в возможности определять 
диаметр референсного сегмента по наружной эла-

стической мембране [4, 5].
Практическое применение ВСВ при ЧКВ пред-

полагает выполнение рациональной закончен-

ной последовательности действий, включающих 
определение геометрии и морфологии поражения, 
оценку оптимальных размеров стента, техниче-

ского результата стентирования и эффективности 
оптимизации/коррекции дефектов стентирования. 
Непосредственные методики выполнения каждого 
из этих действий должны опираться на соответ-

ствующие клинические исследования, подтверж-

дающие их эффективность. Однако тестирование 
конкретных методик в клинических исследованиях 
представляет собой дорогостоящий и длительный 
процесс, вследствие чего таких данных сегодня не-

много. Авторы большей части выполненных до на-

стоящего времени исследований имели цель дока-

зать в целом преимущество использования ВСВ без 
учета того, как именно она используется, конкрет-

ных методов/приемов анализа изображений и ос-

нованных на них оценок, критериев выбора тех или 
иных инструментов, тактики, параметров стенти-

рования/оптимизации результатов. Предлагаемые 
сегодня алгоритмы применения ВСВ решают дан-

ную проблему путем компиляции приемов, опира-

ющихся на клинические исследования (в основном 
наблюдательные) и основанных только на предпо-

ложениях/ожиданиях без какой-либо практической 
верификации. Такой подход позволяет широко при-

менять ВСВ при ЧКВ в условиях современного 
дефицита данных клинических исследований в от-

ношении конкретных методик/приемов использо-

вания информации, получаемой с помощью ВСВ. 
Также он несет риск ошибок, в т. ч. существенных, 
способных ухудшить результаты ЧКВ.

В частности, не представляются обоснованны-

ми выбор зоны проксимальной посадки в отсут-

ствие интактного сегмента (невозможности визуа-

лизации наружной эластической мембраны), опре-

деление проксимального референсного диаметра 
по просвету в той же ситуации, а также использо-

вание среднего диаметра при выраженной асимме-

трии просвета. Очевидно, что эксцентричный рост 
бляшки в просвет сосуда специфически меняет его 
форму, уменьшая диаметр в направлении, перпен-

дикулярном этому росту, в то время как диаметр в 

ортогональном направлении практически не меня-

ется до тех пор, пока бляшка занимает менее 50% 
окружности. В такой ситуации минимальный ди-

аметр отражает результат стенозирования, макси-

мальный – исходный интактный размер, а разность 
этих диаметров – степень стенозирования. Соот-

ветственно, средние значения занижают оценку 
референсного диаметра и оптимального размера 
стента пропорционально степени стенозирования. 
Как результат, выбор диаметра стента по среднему 
значению максимального и минимального диаме-

тров просвета потенциально ведет к его недорас-

крытию.
Использование среднего значения при оценке 

диаметра просвета сосуда основано на математи-

ческом свойстве среднего – уменьшать случайную 
ошибку такой оценки, в данном случае вслед-

ствие несистематических отклонений просвета от 
окружности. Однако в сосудах, пораженных ате-

росклерозом, отклонение просвета от окружно-

сти не является случайным. Оно развивается как 
специфическое следствие атеросклеротического 
поражения и характеризует его выраженность. В 
такой ситуации использование среднего значения 
увеличивает ошибку оценки референсного диаме-

тра просвета, обусловленную систематической за-

кономерной деформацией этого просвета и специ-

фическим отклонением его формы от окружности 
в сторону занижения. Величина такого ошибоч-

ного занижения предполагаемого оптимально-

го размера стента в соответствии со спецификой 
эксцентричного атеросклероза пропорциональна 
разности максимального и минимального диаме-

тров. Таким образом, при исходной асимметрии 
референсного просвета выбор размера стента по 
среднему диаметру этого просвета должен приво-

дить к недораскрытию стента пропорционально 
степени асимметрии, т. е. должна наблюдаться 
обратно пропорциональная зависимость между 
асимметрий просвета и степенью раскрытия стен-

та. Именно такая корреляция выявлена в нашем 
исследовании, что подтверждает вышеуказанное 
предположение о том, что выбор оптимального 
размера стента по среднему диаметру просвета 
может привести к недораскрытию стента. При 
этом клинически релевантная степень недорас-

крытия стента < 80% наблюдалась при относи-

тельной разности диаметров более 30%. 
Полученные результаты предполагают опти-

мизацию соответствующего аспекта в алгоритме 
применения ОКТ при ЧКВ. В частности, при асим-

метрии просвета 30% и выше целесообразно под-

бирать оптимальный размер стента по максималь-

ному диаметру референсного просвета.
Ограничением данного исследования является 

небольшой объем выборки, составляющий всего 
24 человека, из которых 3 были в последующем ис-
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ключены. Таким образом, выявленная зависимость 
нуждается в верификации с помощью исследова-

ний с большим количеством пациентов, а рекомен-

дуемая оптимизация – в верификации в рандомизи-

рованных контролируемых исследованиях.

Заключение
Результаты исследования свидетельствуют о 

том, что при асимметрии просвета в референсном 
сегменте средний диаметр просвета сегмента явля-

ется заниженной оценкой ожидаемого нормального 
диаметра артерии в зоне стеноза и его использова-

ние в качестве референсного значения при выборе 
диаметра стента ассоциируется с недостаточным 
раскрытием стента. В данной ситуации более эф-

фективным может оказаться выбор диаметра стен-

та по максимальному диаметру просвета в рефе-

ренсном сегменте.
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Основные положения
• Циркулирующие иммунные комплексы, содержащие липопротеины низкой плотности, од-

новременно отражают нарушения липидного обмена и развитие системного воспаления.
• Уровень циркулирующих иммунных комплексов с липопротеинами низкой плотности является 

чувствительным и специфичным диагностическим и прогностическим маркером атеросклероза 
сонных артерий.

• Добавление в анализ возраста пациентов позволяет повысить прогностическую ценность 
данного показателя у больных атеросклерозом сонных артерий.

ОЦЕНКА ЗНАЧИМОСТИ УРОВНЯ ХОЛЕСТЕРИНА 
В ЦИРКУЛИРУЮЩИХ ИММУННЫХ КОМПЛЕКСАХ 

В ДИАГНОСТИКЕ И ПРОГНОЗИРОВАНИИ РАЗВИТИЯ 
КАРОТИДНОГО АТЕРОСКЛЕРОЗА 

Актуальность
Недавно показано, что повышенный уровень циркулирующих иммунных 
комплексов, содержащих липопротеины низкой плотности (ЛНП), имеет 
высокую диагностическую значимость при клинически значимом и бессим-
птомном атеросклерозе. 

Цель
Оценка прогностической значимости уровня циркулирующих иммунных 
комплексов, содержащих липопротеины низкой плотности, в контексте про-
грессирования атеросклероза. 

Материалы 
и методы

Проанализированы результаты двухлетнего исследования с участием 98 муж-
чин, у которых были определены биохимические и клинические параметры, 
в том числе толщина интима-медиального слоя сонной артерии, уровень об-
щего холестерина, холестерина ЛНП и липопротеинов высокой плотности, 
триглицеридов и ЛНП в циркулирующих иммунных комплексах. 

Результаты

Среди проанализированных параметров только уровень ЛНП в циркулиру-
ющих иммунных комплексах и холестерин ЛНП были связаны со степенью 
каротидного атеросклероза. Уровни чувствительности и специфичности ди-
агностики атеросклероза были наивысшими для показателя ЛНП в цирку-
лирующих иммунных комплексах. Помимо этого, данный показатель, как и 
холестерин ЛНП, обладал высокой прогностической значимостью. При ком-
бинации уровня ЛНП в циркулирующих иммунных комплексах с возрастом 
прогностическая значимость данного параметра значительно повышалась. 
Другие комбинации исследованных параметров не продемонстрировали уве-
личение прогностической значимости. 

Заключение
Результаты представленного исследования позволяют предположить, что 
уровень ЛНП в циркулирующих иммунных комплексах может быть исполь-
зован для диагностики и прогноза развития атеросклероза.

Ключевые слова Атеросклероз • Сонные артерии • Иммунология • Липопротеины
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Введение
Атеросклероз – это фиброзно-жировая проли-

феративная воспалительная реакция на поврежде-

ние стенки артерии, в которой участвуют несколько 
типов клеток, такие как макрососудистые перици-

ты, гладкомышечные клетки, макрофаги моноци-

тарного происхождения, лимфо- и тромбоциты [1]. 
Многие липидные параметры, включая измене-

ние уровня липидов и липопротеинов в плазме, и 
иммунологические факторы, например антитела 
против липопротеинов низкой плотности (ЛНП) 
и циркулирующих комплексов, содержащих ЛНП, 
влияют на развитие атеросклероза. На уровне ар-

териальной стенки внутриклеточное отложение 
липидов, прежде всего холестерина в свободной 
и этерифицированной форме, сопровождающе-

еся образованием пенистых клеток, является ти-

пичным признаком раннего атеросклероза [2]. 

Показано, что ЛНП и особенно содержащие их 
циркулирующие комплексы действуют как ос-

новные агенты, ответственные за чрезмерное на-

копление холестерина в стенках сосудов [3–8]. 
Внутриклеточное накопление липидов действует 
как пусковой механизм развития более серьезно-

го атеросклеротического поражения, что влечет за 
собой избыточное производство соединительной 
ткани и усиленную пролиферацию клеток, которые 
сопровождают воспалительную реакцию [9, 10]. 
Выраженное атеросклеротическое поражение мо-

жет приводить к клиническому проявлению ате-

росклероза.
В предыдущих работах описан простой способ 

оценки уровня циркулирующих комплексов, содер-

жащих ЛНП [4, 11–12]. Используя этот метод, мы 
показали, что только уровень данных комплексов и 
соотношение апобелков B и A-1 позволяют выде-

Список сокращений
ЛВП
ЛНП

–
–

липопротеины высокой плотности
липопротеины низкой плотности 

ПЭГ
ТИМС

–
–

полиэтиленгликоль
толщина интима-медиального слоя

Aim

Recent studies suggested that increased level of low-density lipoprotein cholesterol 
(LDL)-containing circulating immune complexes (LDL-CIC) might have high 
diagnostic value in regards to clinical and asymptomatic atherosclerosis. The aim 
was to study prognostic significance of LDL-CIC.

Methods
The two-year study included 98 men. Each included patient underwent the 
following studies: carotid intima-media thickness, total cholesterol, low- and high-
density lipoprotein cholesterol, triglycerides, and LDL-CIC. 

Results

Among these parameters, low-density lipoprotein cholesterol and LDL-CIC were 
significantly associated with severity and prognosis of carotid atherosclerosis. 
LDL-CIC has the highest sensitivity and specificity in diagnostics of carotid 
atherosclerosis when combined with age. Other parameters do not affect the 
prognostic significance of LDL-CIC. 

Conclusion
The results suggest that LDL-CIC can be used for diagnostics and prognosis of 
atherosclerosis.
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Highlights
• Low-density lipoprotein cholesterol (LDL)-containing circulating immune complexes (LDL-CIC) 

reflect impaired lipid metabolism and systemic inflammation.
• Serum level of LDL-CIC is sensitive and specific diagnostic and prognostic marker of carotid 

atherosclerosis.
• The combination of age and serum LDL-CIC is particularly valuable for the prognosis of carotid 

atherosclerosis.
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группами с различной динамикой ТИМС определя-

ли с использованием критерия Манна – Уитни и не-

парного двустороннего t-критерия Стьюдента для 
непрерывных переменных, а также тестами хи-ква-

драт для категориальных переменных. Статистиче-

ский анализ данных выполнен в пакете программ 
SPSS 10.1.7 (SPSS Inc., США). Диагностическую 
и прогностическую значимость липидных параме-

тров, включая уровень циркулирующих комплек-

сов, содержащих холестерин, определяли с исполь-

зованием статистики хи-квадрат и теста Фишера. 
Чувствительность и специфичность параметров 
оценивали с использованием анализа ROC-кривых. 
Для определения прогностической значимости ли-

пидных параметров в комбинации с другими кли-

ническими параметрами использовали библиотеку 
sklearn языка программирования Python.

Результаты
Диагностическая значимость уровня холесте-

рина в циркулирующих иммунных комплексах 
Диагностическую значимость липидных пока-

зателей, включая уровень циркулирующих ком-

плексов, содержащих холестерин, оценивали у 101 
участника, изначально включенного в исследова-

ние. В качестве количественной характеристики 
каротидного атеросклероза использована ТИМС 
общих сонных артерий. Оценена диагностическая 
значимость холестерина в циркулирующих иммун-

ных комплексах, холестерина ЛНП и ЛВП, общего 
холестерина. Липидные показатели обладали стати-

стически значимой чувствительностью (рис. 1), при 
этом самая высокая чувствительность выявлена у 
холестерина в циркулирующих иммунных комплек-

сах. Среди всех липидных параметров только холе-

стерин в циркулирующих иммунных комплексах 
обладал высокой специфичностью (рис. 2). Из этого 
можно сделать вывод, что данный параметр облада-

лить пациентов с коронарным/экстракоронарным 
атеросклерозом [12]. Общий уровень холестерина, 
триглицеридов, холестерина липопротеинов высо-

кой плотностью (ЛВП), апобелки B и A-1 не кор-

релировали с наличием и тяжестью коронарного 
атеросклероза/экстракоронарного атеросклероза. 
Продемонстрировано, что уровень циркулирую-

щих комплексов, содержащих ЛНП, в отличие от 
других липидных параметров, является надежным 
маркером атеросклероза [4, 11–12]. Однако про-

гностическая значимость данного показателя в 
прогрессировании атеросклероза все еще неизвест-

на. Так, циркулирующие комплексы, содержащих 
ЛНП, могут играть важную роль в атерогенезе, так 
как могут индуцировать большее накопление ате-

росклероза в клетках сосудов [3, 13], тем самым 
вовлекаясь в формирование раннего атероскле-

ротического поражения. В этой работе мы попы-

тались определить прогностическую связь таких 
комплексов с прогрессированием атеросклероза.

Материалы и методы 
Исследование проведено в соответствии с Хель-

синкской декларацией ВМА (пересмотра 2013 г.), 
от каждого участника получено письменное ин-

формированное согласие. Всего в исследование 
был включен 101 человек с бессимптомным атеро-

склерозом сонных артерий (мужчины в возрасте от 
37 до 74 лет, среднее значение 60,6 года, стандарт-

ное отклонение 9,4 года).
Измерение толщины интима-медиального слоя 

(ТИМС) проводили методом ультразвукового ис-

следования высокого разрешения в B-режиме. Об-

следовали дистальный отдел левой и правой сонной 
артерий под переднебоковым, латеральным и за-

днебоковым углами. Толщину интима-медиального 
слоя аорты измеряли на участке артерии длиной 10 
мм, прилегающем к луковице сонной артерии, сред-

нее значение трех измерений рассматривали как 
интегральную оценку ТИМС. Ультразвуковые ис-

следования проводили каждые 3 мес. в течение года 
исследования: один раз спустя 18 мес. от начала ис-

следования и еще 3 раза к концу 24 мес. наблюде-

ния. Несколько человек не явились на обследование 
через 24 мес., поэтому лишь для 98 участников по-

лучены клинические данные за 2 года.
Венозную кровь получали натощак, сыворотку 

крови использовали для определения содержания хо-

лестерина в циркулирующих иммунных комплексах 
путем их осаждения в 2,5% полиэтиленгликоле (ПЭГ) 
6000 и измерения холестерина в осадке ферментатив-

ным колориметрическим методом. Также определяли 
содержание общего холестерина, триглицеридов и 
холестерина ЛВП в сыворотке крови с использовани-

ем коммерческих наборов. Содержание холестерина 
ЛНП определяли по формуле Фридвальда.

Статистическую значимость различий между 

Рисунок 1. Чувствительность липидных показателей в диа-
гностике каротидного атеросклероза

Figure 1. Sensitivity of lipid parameters for diagnostics of 
carotid atherosclerosis

Примечание: ЛВП – липопротеины высокой плотности; 
ЛНП – липопротеины низкой плотности; ТГ – 
триглицериды; Хол – холестерин; ЦИК – циркулирующие 
иммунные комплексы.

Note: CIC – циркулирующие иммунные комплексы; LDL – 
low-density lipoproteins; HDL – high density lipoproteins; TC 
– total cholesterol; TG – triglycerides. 
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гностической значимостью, чем другие липидные 
параметры. Комбинация с возрастом повышает 
прогностическую значимость данного показателя 
с 63,5 до 78,3% (рис. 3).

Обсуждение
К настоящему времени накоплены доказатель-

ства важной роли в атерогенезе ЛНП, содержащихся 
в циркулирующих иммунных комплексах. В состав 
циркулирующих иммунных комплексов входят мо-

дифицированный ЛНП и аутоантитела, вырабаты-

вающиеся против циркулирующих в крови модифи-

цированных частиц ЛНП. Отложения компонентов 
циркулирующих иммунных комплексов были най-

дены в крови пациентов с атеросклерозом и в пора-

женных атеросклерозом сосудах [13–15]. Содержа-

ние ЛНП в циркулирующих иммунных комплексах, 
определенное по холестерину или апобелку B, было 
значительно выше у больных атеросклерозом [3, 4]. 
Показано, что ЛНП в циркулирующих иммунных 
комплексах могут увеличить накопление липидов в 
клетках, культивированных из субэндотелиальной 
интимы аорты человека [3, 2, 16, 17]. Удаление цир-

кулирующих иммунных комплексов из сыворотки 
крови больных коронарным атеросклерозом замет-

но уменьшало способность сыворотки к накопле-

нию внутриклеточных липидов [4, 12]. Несмотря 
на то что лишь не более 2% всех циркулирующих 
ЛНП входят в циркулирующие иммунные комплек-

сы, эта фракция ЛНП, вероятно, имеет важную роль 
в первичном накоплении холестерина в сосудистых 
клетках – ключевом этапе раннего атеросклероза. 
Так как внутриклеточное накопление холестерина 
стимулирует другие проявления атеросклероза на 
клеточном уровне, то, возможно, что присутствие 
циркулирующих иммунных комплексов, содержа-

щих ЛНП, в крови способствует возникновению и 

ет наиболее высокой диагностической значимостью 
в отношении каротидного атеросклероза.

Прогностическая значимость уровня холесте-
рина в циркулирующих иммунных комплексах

Прогностическую значимость оценивали у 98 
участников исследования, у которых на протяже-

нии двух лет анализировали клинические и биохи-

мические характеристики: один раз при включении 
в исследование и далее каждые 3 мес. в течение 
года, один раз спустя 18 мес. и по окончании 24 
мес. наблюдения. У 52 участников к окончанию ис-

следования выявлено увеличение ТИМС по отно-

шению к начальному уровню, у 21 – уменьшение, у 
25 – отсутствие значимых изменений.

Холестерин ЛНП и холестерин в циркулиру-

ющих иммунных комплексах обладали высокой 
прогностической значимостью сами по себе, холе-

стерин ЛВП, общий холестерин и триглицериды 
не имели прогностической значимости (рис. 3).
Далее применены модели машинного обучения с 
использованием библиотеки sklearn из языка про-

граммирования python: линейная регрессия с ал-

горитмом кросс-валидации, линейная регрессия 
с вручную созданными выборками тренировки и 
теста (3:1) и дерево решений. В результате един-

ственным параметром, улучшавшим прогности-

ческую значимость холестерина в циркулирую-

щих иммунных комплексах, был возраст. Данная 
фракция холестерина в комбинации с возрастом 
имела прогностическую значимость выше, чем 
холестерин ЛНП или холестерин в циркулирую-

щих иммунных комплексах по отдельности. При 
этом возраст не улучшал прогностическую значи-

мость других липидных параметров. Таким обра-

зом, уровень холестерина в циркулирующих им-

мунных комплексах обладает более высокой про-

Рисунок 3. Прогностическая значимость липидных показа-
телей в прогрессировании каротидного атеросклероза

Figure 3. Lipid parameters and prognosis of carotid 
atherosclerosis

Примечание: ЛВП – липопротеины высокой плотности; 
ЛНП – липопротеины низкой плотности; ТГ – 
триглицериды; Хол – холестерин; ЦИК – циркулирующие 
иммунные комплексы.

Note: CIC – циркулирующие иммунные комплексы; LDL – 
low-density lipoproteins; HDL – high density lipoproteins; TC 
– total cholesterol; TG – triglycerides. 

Рисунок 2. Специфичность липидных показателей в диа-
гностике каротидного атеросклероза

Figure 2. Specificity of lipid parameters for diagnostics of 
carotid atherosclerosis

Примечание: ЛВП – липопротеины высокой плотности; 
ЛНП – липопротеины низкой плотности; ТГ – 
триглицериды; Хол – холестерин; ЦИК – циркулирующие 
иммунные комплексы.

Note: CIC – циркулирующие иммунные комплексы; LDL – 
low-density lipoproteins; HDL – high density lipoproteins; TC 
– total cholesterol; TG – triglycerides. 
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развитию атеросклеротических процессов в стен-

ках сосудов [10]. Атерогенные свойства ЛНП в цир-

кулирующих иммунных комплексах позволяют им 
быть маркерами атеросклероза. В наших ранних ис-

следованиях показана взаимосвязь уровня данной 
фракции холестерина в сыворотки крови и стенозов 
коронарных артерий. Показатель циркулирующих 
иммунных комплексов, содержащих ЛНП, в сыво-

ротки крови эффективнее, чем такие стандартные 
факторы, как общий холестерин, холестерин ЛНП и 
ЛВП, соотношение апобелков B и A-I, прогнозиро-

вал как тяжесть поражения, так и присутствие ате-

росклероза [11]. Однако данное исследование было 
проведено на пациентах с прогрессировавшим, кли-

нически проявившимся атеросклерозом.
В настоящем исследовании участвовали мужчи-

ны с ранним, бессимптомным атеросклерозом. Не-

смотря на отсутствие клинических проявлений за-

болевания, повышенный уровень циркулирующих 
иммунных комплексов, содержащих ЛНП, был свя-

зан с увеличением толщины интима-медиального 
слоя сонной артерии (ультразвуковой характери-

стикой экстракоронарного атеросклероза). Уровни 
специфичности и чувствительности диагностиче-

ской значимости данного показателя были самыми 
высокими среди всех биохимических липидных 
параметров, однако прогностическая значимость 
была ниже, чем в предыдущем исследовании, в ко-

тором участвовали пациенты с ангиографически 
подтвержденным атеросклерозом [11]. При этом 
прогностическую значимость показателя циркули-

рующих иммунных комплексов, содержащих ЛНП, 
удалось повысить с помощью комбинации с воз-

растом. Возможным ограничением представленно-

го метода может стать то, что ПЭГ, использованный 
в описанной методике, может осаждать не только 
циркулирующие иммунные комплексы с ЛНП, но 
и другие фракции ЛНП. Однако в предыдущих ра-

ботах показано, что в осажденных ПЭГ частицах 
содержится апобелок B, но не апобелок A-I или E. 
Содержание апобелка B хорошо коррелирует с со-

держанием общего холестерина и отношением хо-

лестерин/апобелок в комплексах, что является ха-

рактеристикой ЛНП, но не других липопротеинов. 
Отмечена высокая корреляция между содержанием 
апобелка B и иммуноглобулинами в осадке ПЭГ, а 
вариабельность отношения иммуноглобулин / апо-

белок B между выборками была низкой [11]. Таким 
образом, общий холестерин в осадке ПЭГ может 
быть принят как упрощенный подход к оценке 

уровня циркулирующих иммунных комплексов с 
ЛНП в сыворотке крови.

Заключение 

В представленном нами исследовании атеро-

склеротическое поражение сонных артерий ха-

рактеризовалось медленным и устойчивым увели-

чением средней ТИМС, которое достигало стати-

стически значимого отличия от исходного уровня 
лишь спустя 18 мес. наблюдения. Только у полови-

ны пациентов определено статистически значимое 
увеличение ТИМС. В некоторых случаях отмечена 
спонтанная регрессия раннего атеросклеротическо-

го поражения. Повышенный уровень циркулирую-

щих иммунных комплексов с ЛНП был хорошим 
предиктором прогрессии атеросклероза, также как 
и повышенный уровень общего холестерина [18]. 
Кроме того, при комбинации уровня циркулиру-

ющих иммунных комплексов, содержащих ЛНП, 
с возрастом прогностическая значимость превы-

шала таковую для других липидных параметров. 
Следует отметить, что среди липидных параметров 
только пониженный уровень данной фракции холе-

стерина мог указывать на отсутствие прогрессии 
атеросклероза в последующие два года. В данном 
исследовании показано, что показатель циркули-

рующих иммунных комплексов с ЛНП обладает 
высокой диагностической значимостью в отдель-

ности и более высокой специфичностью, чем стан-

дартные липидные показатели. Сам по себе данный 
параметр демонстрирует прогностическую значи-

мость на уровне общего холестерина ЛПН, однако 
при комбинации с возрастом прогностическая зна-

чимость уровня ЛНП в циркулирующих иммунных 
комплексах заметно вырастает, что делает данный 
показатель кандидатным маркером атеросклероза.
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Основные положения
• Модификация эпоксиобработанного ксеноперикарда поливиниловым спиртом повышает его 

устойчивость к кальцификации и протеолитической деградации in vitro.
• Циклические нагрузки способствуют усталостному разрушению полимерного компонента мо-

дифицированного биоматериала, что сопровождается ухудшением его антикальциевых и антифер-
ментных свойств. Требуются дополнительные исследования, которые следует нацелить на улучше-
ние износостойкости гидрогеля, включенного в состав биоткани.

ВЛИЯНИЕ ЦИКЛИЧЕСКОЙ НАГРУЗКИ НА РЕЗИСТЕНТНОСТЬ 
МОДИФИЦИРОВАННОГО ПОЛИВИНИЛОВЫМ СПИРТОМ 

ЭПОКСИОБРАБОТАННОГО БЫЧЬЕГО ПЕРИКАРДА К КАЛЬЦИФИКАЦИИ 
И ПРОТЕОЛИТИЧЕСКОЙ ДЕГРАДАЦИИ

Цель
Изучить резистентность эпоксиобработанного бычьего перикарда, модифи-
цированного криоструктурированным поливиниловым спиртом, к кальци-
фикации и протеолитической деградации в коллагеназе после воздействия 
циклической нагрузки.

Материалы 
и методы

Эпоксиобработанные ксеноперикардиальные лоскуты обрабатывали поливи-
ниловым спиртом по оригинальной методике, после чего подвергали цикли-
ческому нагружению (70 млн циклов) в установке изучения циклостойкости 
HiCycle. Визуализацию поверхностной и внутренней структуры биоматериала 
выполняли посредством сканирующей электронной микроскопии. Резистент-
ность образцов к кальцификации оценивали путем их инкубации в растворе, 
насыщенном ионами кальция и фосфат-ионами, в течение 3 и 6 нед. с последу-
ющим количественным измерением содержания кальция спектрофотометри-
ческим методом. Подверженность образцов протеолитическому расщеплению 
определяли по потере массы после инкубации в растворе клостридиальной 
коллагеназы в течение 24 ч. Группой контроля при тестировании антикальци-
евых и антиферментных свойств модифицированной ткани выступали фраг-
менты немодифицированного эпоксиобработанного бычьего перикарда.

Результаты

После циклического нагружения образцы модифицированного поливиниловым 
спиртом ксеноперикарда демонстрировали признаки усталостного повреж-
дения полимерного компонента (наличие трещин на поверхности и крупных 
полостей во внутренней структуре). Несмотря на то что циклическая нагрузка 
значительно ухудшила резистентность модифицированной ткани к кальцифи-
кации и протеолитической деградации (в 3 и 5 раз соответственно относительно 
значений, полученных для хранившихся в статических условиях фрагментов), 
образцы из этой группы показали лучшие результаты по сравнению с образца-
ми немодифицированного ксеноперикарда. Так, они содержали в полтора-два 
раза меньше кальция после 3 и 6 нед. инкубации в насыщенном кальцием рас-
творе. Потеря массы после инкубации в коллагеназе также была в полтора раза 
ниже для подвергнутых циклическому нагружению фрагментов модифициро-
ванного биоматериала по сравнению с фрагментами контрольного.

Заключение
Разработанный нами метод модификации эпоксиобработанного ксенопери-
карда поливиниловым спиртом увеличивает резистентность биологической 
ткани к кальцификации и протеолитической деградации. Хотя циклическая 
нагрузка со временем ухудшает защитные свойства полимерного покрытия,
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Aim
To study the resistance of epoxy-treated bovine pericardium modified with 
polyvinyl alcohol to calcification and proteolytic degradation in collagenase after 
exposure to cyclic loading.

Methods

The epoxy-treated patches made with xenopericardium were treated with polyvinyl 
alcohol according to the original method, after that they were subjected to cyclic 
loading (70 million cycles) using the HiCycle wear tester system. Visualization of 
the surface and internal structure of the biomaterial was performed by scanning 
electron microscopy. The resistance to calcification was assessed by incubating the 
samples in a solution saturated with calcium ions and phosphate ions for 3 and 6 
weeks, followed by quantitative measurement of the calcium by spectrophotometry. 
The susceptibility of the samples to proteolytic degradation was determined by 
weight loss after incubation in a solution of clostridial collagenase for 24 hours. The 
control group consisted of patches of unmodified epoxy-treated bovine pericardium.

Results

After cyclic loading, patches of xenopericardium modified with polyvinyl alcohol 
showed signs of fatigue (cracks on the surface and large cavities in the internal structure). 
Although cyclic loading significantly worsened the resistance of the modified tissue 
to calcification and proteolytic degradation (by 3 and 5 times, respectively, relative 
to the values obtained for patches stored under static conditions), patches from this 
group showed better results compared to unmodified patches. Thus, they contained 
1.5 to 2 times less calcium after 3 and 6 weeks of incubation in a calcium-saturated 
solution. Mass loss after incubation in collagenase was 1.5 times lower for patches 
of modified biomaterial undergoing cyclic loading compared to unmodified patches.

Conclusion

The proposed modification method of the epoxy-treated xenopericardium with 
polyvinyl alcohol increases the resistance of biological tissue to calcification and 
proteolytic degradation. Although cyclic loading negatively affects the protective 
properties of the polymer coating over time, this type of modification can 
potentially slow down the degeneration of biomaterial used in manufacturing of 
bioprosthetic heart valves.

Keywords
Bioprosthetic heart valves • Structural valve degeneration • Proteolysis • 
Calcification • Polyvinyl alcohol
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Highlights
• Epoxy-treated xenopericardium modified with polyvinyl alcohol has increased resistance to 

calcification and proteolytic degradation in vitro.
• Cyclic loads negatively affect fatigue life of studied material, moreover, this process is accompanied 

by deterioration of its anti-calcium and anti-enzyme properties. Additional studies aimed at improving 
the wear resistance of the hydrogel in the biological material are required.

этот вид обработки потенциально способен замедлить дегенерацию биомате-
риала, используемого в производстве биопротезов клапанов сердца.

Ключевые слова Биопротезы клапанов сердца • Структурная дегенерация клапана • Протео-
лиз • Кальцификация • Поливиниловый спирт
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Введение
В последние десятилетия наблюдается увеличе-

ние распространенности приобретенных пороков 
сердца, что связано с демографическим старением 
населения [1]. Соответствующим образом растет 
и число пациентов, которые нуждаются в протези-

ровании несостоятельных клапанов сердца. Уже 
сейчас в мире ежегодно выполняют более 400 тыс. 
таких операций, тогда как к 2050 г. эксперты прогно-

зируют двукратное увеличение их количества [1, 2].
При протезировании пораженных клапанов серд-

ца у пациентов старшей возрастной группы (> 65 лет) 
зачастую применяют биологические протезы (БП), 
изготовленные из тканей животного происхождения 
(химически стабилизированного бычьего, свиного 
или лошадиного перикарда, а также аортальных ком-

плексов свиньи) [3]. Ввиду низкой тромбогенности 
БП не требуют назначения реципиентам пожизнен-

ной антикоагулянтной терапии, чем выгодно отли-

чаются от аналогов – механических протезов [4, 5]. 
В то же время долговечность БП ограничена: через 
15 лет функционирования до 50% имплантатов это-

го типа требуют замены по причине структурной де-

генерации (СД) их биологического элемента [4, 5].  
Ключевыми проявлениями СД являются перфо-

рирование, разрывы и кальцификация створчатого 
аппарата БП, которые приводят к гемодинамической 
несостоятельности клапана [6]. В соответствии с 
современными представлениями в качестве одного 
из наиболее значимых факторов развития СД высту-

пает протеолитическая деградация биологического 
материала, способствующая нарушению целостно-

сти его коллагеновой основы и осаждению кальция 
на поврежденных участках [7]. Протеолиз БП обу-

словлен поступлением в биоматериал протеза ма-

триксных металлопротеиназ и катепсинов из крови 
реципиента и от иммунных клеток, инфильтрирую-

щих имплантат [8, 9]. Следует отметить, что в на-

стоящее время исследователи и производители БП 
уделяют мало внимания проблеме аккумуляции про-

теаз в тканях клапанов. Между тем предотвращение 
взаимодействия ферментов крови с биоматериалом 
потенциально способно продлить сроки функциони-

рования БП и снизить риск возникновения дисфунк-

ций этих медицинских изделий. 
Перспективным методом, призванным устранить 

влияние циркулирующих факторов реципиента на 
БП, является связывание биологической ткани с 
биосовместимыми полимерами для включения в ее 
структуру полимерного геля [10]. В рамках обсуж-

даемого направления нашей командой разработана 

оригинальная модификация эпоксиобработанного 
бычьего перикарда криоструктурированным по-

ливиниловым спиртом (ПВС), которая повысила 
устойчивость биоматериала к кальцификации in 
vitro, не ухудшая его механические и гемосовмести-

мые свойства [11]. ПВС образует поверхностный 
слой на биоматериале, а также заполняет простран-

ство между коллагеновыми волокнами в его толще, 
выступая в качестве физической преграды для рас-

творенных в крови химических соединений (вклю-

чая протеазы и ионы кальция). В настоящей работе 
мы продолжили изучение потенциальных преиму-

ществ предложенного метода обработки биоткани, 
для чего произвели in vitro оценку устойчивости 
ПВС-модифицированного ксеноперикарда к кальци-

фикации и протеолитической деградации коллагена 
до и после воздействия циклической нагрузки. По-

лученные данные позволяют прогнозировать изме-

нение антикальциевых и антиферментных свойств 
рассматриваемого материала при длительном функ-

ционировании БП в организме реципиента. 

Материалы и методы
Исследуемый биоматериал
Материалом для исследования стали фрагменты 

стабилизированных диглицидиловым эфиром эти-

ленгликоля ксеноперикардиальных лоскутов «Кем-

ПерипласНео» (KPi7080M, ЗАО «НеоКор», Россия) 
толщиной 0,6–0,7 мм, обработанные 12% водным 
раствором ПВС согласно ранее описанной ориги-

нальной методике [11]. В роли группы контроля 
при оценке антикальциевых и антиферментных 
свойств ПВС-модифицированного биоматериала 
использовали фрагменты немодифицированных 
ксеноперикардиальных лоскутов.

Тестирование циклостойкости полимерного 
компонента ПВС-модифицированного ксенопе-
рикарда

Для оценки циклостойкости ПВС из лоскутов 
модифицированного перикарда вырезали фраг-

менты диаметром 4,5 см. Далее их фиксирова-

ли в специальных формах, которые крепили в 
установке исследования циклостойкости HiCycle 
(ViVitro Labs, Канада) согласно методике, описан-

ной F. Stieglmeier с соавт. [12]. Формы для фикса-

ции образцов были изготовлены из полилактида 
(4627095770265, REC) методом послойного на-

плавления (FDM) на 3D-принтере CreateBot D600 
(CreateBot, Китай) (рис. 1).

Исследование проводили с частотой 20 Гц (20 

Список сокращений
БП
ПВС

–
–

биологические протезы 
поливиниловый спирт

СД – структурная дегенерация 
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Plus (Labconco, США) при –40 °С и давлении менее 
0,04 мбар. Затем образцы монтировали на специаль-

ные столики и методом ионного распыления форми-

ровали на их поверхности токопроводящее (Au-Pd) 
покрытие при использовании системы EM ACE200 
(Leica Microsystems, Германия). Визуализацию и 
анализ сохранности структуры образцов проводили 
с помощью сканирующего электронного микроско-

па S-3400N (Hitachi, Япония) в условиях высокого 
вакуума при ускоряющем напряжении 10 кВ в режи-

ме вторичных электронов.

Тестирование образцов на подверженность 
кальцификации

Чтобы изучить подверженность исследуемых 
образцов биоматериала кальцификации, их инку-

бировали в растворе, имитирующем физиологи-

ческую среду организма с повышенным уровнем 
ионов кальция и фосфатов. Для этого по 10 фраг-

ментов биоматериала из группы контроля и двух 
групп ПВС-модифицированного ксеноперикарда 
(без и после циклического нагружения) площадью 
0,25 см2 помещали индивидуально в 2 мл раствора, 
содержащего 10 ммоль кальция. Инкубацию осу-

ществляли при 37 °C в углекислотном инкубаторе 
с экспозицией 3 и 6 нед. При приготовлении рас-

твора использовали 1,65 мл питательной среды для 
выращивания клеточных культур (D0697, Sigma-
Aldrich, США), 0,20 мл эмбриональной бычьей сы-

воротки (F2442, Sigma-Aldrich, США), 0,1 мл мо-

ногидрофосфата натрия и 0,05 мл кальция хлорида.
Количественное содержание кальция в образ-

цах определяли спектрофотометическим методом. 
С этой целью образцы лиофилизировали в течение 
суток, далее измеряя их массу. После их подверга-

ли гидролизу в 0,5 мл 65% хлорной кислоты при 
температуре 160–180 °C на песчаной бане LH-402 
(Loip, Россия) до полного растворения. Объем по-

лученной смеси доводили до 5 мл стерильной во-

дой для инъекций. Количество кальция в растворе 
определяли на спектрофотометре Multiskan Sky 
(Thermo Fisher Scientific, США) при длине волны 
575 нм с использованием коммерческого набора 
Calcium Assay Kit (ab102505, Abcam, Великобрита-

ния) согласно протоколу производителя.

Тестирование образцов на подверженность 
протеолитической деградации 

Исследование образцов на подверженность про-

теолитической деградации выполняли путем их ин-

кубации в трис-буфере (Трис 0,1 моль/л, CaCl2 0,05 
моль/л, рН 7,4), содержащем 125 ЕД/мл клостриди-

альной коллагеназы I типа (C0130-500MG, Sigma-
Aldrich, США). При этом использовали по 10 фраг-

ментов биоматериала из группы контроля и двух 
групп ПВС-модифицированного ксеноперикарда (без 
и после циклического нагружения) площадью 1 см2. 

ударов в секунду) в течение 70 млн циклов, что со-

ответствует двум годам функционирования БП в 
организме реципиента. Во время испытаний образ-

цы находились при 37 °C в стерильном 0,9% рас-

творе натрия хлорида с добавлением антибиотика/
антимикотика (15240062, Gibco™, Thermo Fisher 
Scientific, США) в соотношении 1:50. Среднее пи-

ковое давление, воздействующее на образцы, было 
установлено на уровне 120 мм рт. ст. для имитации 
артериального давления человека.

После завершения испытаний из лоскутов пе-

рикарда с помощью специального ножа вырубали 
фрагменты квадратной формы площадью 0,25 и 1 см2 

для оценки антикальциевых и антиферментных 
свойств соответственно. Часть фрагментов исполь-

зовали для анализа сохранности их поверхностной 
и внутренней структуры (см. ниже).

Визуализация поверхности и внутренней 
структуры исследуемых образцов

С целью визуализации поверхностной и внутрен-

ней структуры ПВС-модифицированного биомате-

риала после циклического нагружения применяли 
метод сканирующей электронной микроскопии. Для 
этого подготавливали фрагменты ксеноперикарда 
площадью 1 см2, а также криосрезы толщиной 14 
мкм, размещаемые на предметные стекла (оценка 
поверхностной и внутренней структуры соответ-

ственно). Последние готовили с использованием 
микротом-криостата HM 525 (Thermo Scientific, 
США). Далее образцы отмывали в бидистиллиро-

ванной воде в течение 2 ч, замораживали при –80 °С 
и сутки лиофилизировали в установке FreeZone 2.5 

Рисунок 1. Оборудование, использованное для выполнения 
циклического нагружения исследуемых образцов биомате-
риала: A – форма для крепления лоскутов ксеноперикарда с 
закрепленным в ней исследуемым образцом; B, C – установка 
исследования циклостойкости HiCycle с закрепленными ло-
скутами ксеноперикарда (вид сверху и сбоку соответственно)
Figure 1. Equipment used for durability testing: A – a fixture for 
securing xenopericardial patches with the test sample attached; 
B, C – HiCycle fatigue testing machine with xenopericardial 
patches secured (top and side views, respectively)
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Образцы инкубировали при 37 °С и постоянном 
перемешивании в течение 24 ч. После этого в те-

чение суток производили отмывку от разрушенных 
фрагментов биоматериала в растворе трис-буфера с 
этилендиаминтетрауксусной кислотой при комнат-

ной температуре с двухкратной сменой раствора. 
Перед началом инкубации и после ее завершения 
фрагменты биоматериала лиофилизировали и взве-

шивали, а степень протеолитической деградации 
оценивали по потере массы в % от исходной мас-

сы сухого образца. Для фрагментов ПВС-модифи-

цированного ксеноперикарда применена поправка 
на массу полимера (поскольку ПВС не подвержен 
действию коллагеназы), которая составляет 24% 
массы образца.

Статистический анализ
Статистическая обработка данных выполнена 

в программе GraphPad Prism 8 (GraphPad Software, 
США). Тип распределения данных определяли по 
критерию Колмогорова – Смирнова. Поскольку рас-

пределение в группах отличалось от нормального, 
данные представлены в виде медианы, проценти-

лей, минимальных и максимальных значений (Me 
[25–75%; min-max]). Межгрупповое сравнение про-

водили c применением критерия Краскела – Уолли-

са с поправкой на множественное сравнение (FDR). 
Межгрупповые различия считали статистически 
значимыми при максимально допустимой вероятно-

сти отвергнуть верную нулевую гипотезу p < 0,05.

Результаты
Визуальная оценка лоскутов ПВС-модифициро-

ванного ксеноперикарда, подвергнутых цикличе-

скому нагружению, не показала макроскопически 
видимых дефектов. Тем не менее дальнейшее их 
изучение посредством сканирующей электронной 
микроскопии показало признаки усталостного по-

вреждения полимерного компонента (рис. 2). По-

следние были представлены микротрещинами в 
покрывающем поверхность биоматериала гидроге-

ле, которые не были характерны для контрольных 
ПВС-модифицированных образцов, хранившихся в 
статических условиях. Также тестируемые на ци-

клостойкость лоскуты имели рыхлую внутреннюю 
структуру, отличающуюся от таковой контрольных 
образцов присутствием большего количества поло-

стей в межфибриллярном пространстве.
Оценка антикальциевых и антиферментных 

свойств ПВС-модифицированного бычьего пери-

карда продемонстрировала негативное влияние 
циклической нагрузки на защитные характеристи-

ки предложенного нами метода обработки биома-

териала. Так, фрагменты ПВС-модифицированной 
ткани, полученные от подвергнутых циклическо-

му нагружению лоскутов, содержали значительно 
больше кальция через 3 и 6 нед. инкубации в на-

сыщенном кальцием растворе, чем образцы с ана-

логичной обработкой, но хранившиеся в статиче-

ских условиях (4,43 [3,03–5,73; 0,7–8,13] против 
1,52 [1,26–1,8; 1,04–3,18] мг/г (p = 0,037) и 14,96 
[13,32–17,24; 11,33–21,02] против 7,37 [5,84–8,11; 
5,72–8,57] мг/г соответственно (p = 0,002)) (рис. 3). 
Сходная тенденция выявлена и в отношении потери 
массы при инкубации в коллагеназе: после цикли-

ческого нагружения фрагменты ПВС-модифициро-

ванного перикарда теряли 5,7 [5,08–5,96; 4,42–6,23] 
% массы, тогда как не испытывавшие механическо-

го воздействия фрагменты – только 1,17 [0–2,67; 
0–3,64] % (p = 0,012) (рис. 4).

Необходимо отметить, что в обоих вышеупомя-

нутых экспериментах подвергавшиеся циклической 
нагрузке образцы ПВС-модифицированной ткани 
показали лучшие результаты по сравнению с образ-

цами немодифицированного эпоксиобработанного 
ксеноперикарда. В частности, первые содержали 
в полтора-два раза меньше кальция, чем вторые, в 
двух временных точках инкубации (4,43 [3,03–5,73; 

Рисунок 2. Сканирующая электронная микроскопия моди-
фицированных поливиниловым спиртом фрагментов ксе-
ноперикарда без и после циклического нагружения, соот-
ветствующего двум годам функционирования биопротеза 
клапана in vivo: А, B (поверхность и срез соответственно) – 
структура контрольного, не подвергавшегося циклической 
нагрузке, образца; C, D (поверхность и срез соответствен-
но) – структура образца после циклического нагружения 
(обращает внимание повреждение полимерного покрытия); 
E – внутренняя структура модифицированного перикарда, 
не подвергавшегося циклической нагрузке; F – внутренняя 
структура модифицированного перикарда после цикли-
ческого нагружения (обращает внимание более рыхлое 
заполнение гидрогелем межфибриллярного пространства 
биоткани с присутствием многочисленных полостей – от-
мечены желтыми стрелками)
Figure 2. Scanning electron microscopy of xenopericardial 
fragments modified with polyvinyl alcohol before and after 
cyclic loading equivalent to two years of valve bioprosthesis 
functioning in vivo: A and B (surface and cross-section, 
respectively) – structure of the control sample not subjected to 
cyclic loading; C and D (surface and cross-section, respectively) 
– structure of the sample after cyclic loading. Note the damaged 
polymer coating; E – internal structure of the modified 
pericardium not subjected to cyclic loading; F – internal structure 
of the modified pericardium after cyclic loading. Note the looser 
filling of the inter-fibrillar space of the biotissue with hydrogel, 
with numerous voids present (indicated by yellow arrows)
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Рисунок 3. Количественная оценка содержания кальция в исследуемых 
образцах после 3 и 6 нед. инкубации в насыщенном кальцием растворе: 
UX – немодифицированный эпоксиобработанный ксеноперикард; PVA – 
ксеноперикард, обработанный поливиниловым спиртом и хранившийся 
в статических условиях; PVA(c) – ксеноперикард, обработанный поли-
виниловым спиртом и подвергнутый циклическому нагружению, соот-
ветствующему двум годам функционирования биологического протеза 
клапана in vivo
Figure 3. Quantitative assessment of calcium content in the tested samples 
after three and six weeks of incubation in a calcium-saturated solution: 
UX – unmodified epoxy-treated xenopericardium; PVA – xenopericardium 
treated with polyvinyl alcohol and stored under static conditions; PVA(c) 
– xenopericardium treated with polyvinyl alcohol and subjected to cyclic 
loading equivalent to two years of in vivo functioning of a biological valve 
prosthesis

0,7–8,13] против 8,22 [7,25–9,21; 6,63–10,38] мг/г 
(p = 0,016) через 3 нед. и 14,96 [13,32–17,24; 11,33–
21,02] против 23,07 [17,96–24,0; 14,04–25,32] мг/г 
(p = 0,019) через 6 нед. инкубации в насыщенном 
кальцием растворе). Потеря массы при воздействии 
коллагеназы на ПВС-модифицированный биомате-

риал после циклического нагружения также была 
в полтора раза ниже по сравнению с неизменен-

ной тканью (5,7 [5,08–5,96; 4,42–6,23] против 9,67 
[9,41–10,51; 8,98–12,30] % (p = 0,012)).

Обсуждение
Клапаны сердца и их БП подвержены цикли-

ческим нагрузкам. Каждый клапан открывается и 
закрывается приблизительно 40 млн раз в течение 
года [13]. В ходе сердечного цикла на створчатый 
аппарат действуют механические нагрузки, обу-

словленные пристеночным напряжением сдвига 
при открытом положении клапана, изгибными де-

формациями ткани, возникающими во время его 
открытия и закрытия, а также натяжением створок 
под действием обратного давления крови при их 
закрытом положении [14]. Циклические нагрузки 
неизбежно приводят к развитию усталостных по-

вреждений в створчатом аппарате БП, что предъ-

являет высокие требования к прочности и износо-

стойкости материала, из которого он изготовлен.
Предложенный нашей группой метод моди-

фикации биоткани криоструктурированным ПВС 
основан на включении гидрогеля в структуру по-

следней [11]. Гидрогель формирует слой на поверх-

ности биоматериала и обволакивает коллагеновые 
волокна в его толще, препятствуя поступлению во 
внеклеточный матрикс модифицированной ткани 
веществ из окружающей жидкости. Потенциально 
этот подход может решить проблему аккумуляции 
в створках БП циркулирующих в крови прокальци-

фицирующих и матрикс-деградирующих факторов 
реципиента, таких как ионы кальция, кальций-свя-

зывающие остеогенные белки, липиды крови и ма-

триксные металлопротеиназы [8, 9, 15]. Впрочем 
необходимо принять во внимание, что ПВС-гидро-

гель проявляет барьерные свойства по отношению 
к растворенным в крови веществам только при со-

хранении своей структурной целостности [11]. 
Результаты настоящего исследования демон-

стрируют, что циклическое нагружение ПВС-моди-

фицированного перикарда ведет к значительному 
усталостному разрушению его полимерной состав-

ляющей уже после 70 млн циклов, что эквивалент-

но всего двум годам функционирования БП в орга-

низме реципиента. При этом мы наблюдали резкое 
снижение эффективности рассматриваемой моди-

фикации: согласно данным тестирования in vitro, 
резистентность обработанного ПВС биоматериала 
к кальцификации и протеолизу после циклического 
нагружения снижалась в 3 и 5 раз соответственно 
по сравнению с исходными значениями. Из этого 
следует, что потенциальные преимущества предло-

женной технологии при ее использовании в произ-

водстве БП могут быть реализованы лишь в первые 
2–3 года функционирования имплантатов.

Рисунок 4. Потери сухой массы исследуемых об-
разцов после 24 ч инкубации в растворе клостри-
диальной коллагеназы I типа: UX – немодифициро-
ванный эпоксиобработанный ксеноперикард; PVA 
– ксеноперикард, обработанный поливиниловым 
спиртом и хранившийся в статических условиях; 
PVA(c) – ксеноперикард, обработанный поливини-
ловым спиртом и подвергнутый циклическому на-
гружению, соответствующему двум годам функци-
онирования биологического протеза клапана in vivo
Figure 4. Dry mass loss of the tested samples after 24 hours 
of incubation in a type I clostridial collagenase solution: 
UX – unmodified epoxy-treated xenopericardium; PVA 
– xenopericardium treated with polyvinyl alcohol and 
stored under static conditions; PVA(c) – xenopericardium 
treated with polyvinyl alcohol and subjected to cyclic 
loading equivalent to two years of in vivo functioning of 
a biological valve prosthesis
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Низкая износостойкость полимерного компонен-

та ПВС-модифицированной биоткани не позволяет 
рекомендовать описанную нами методику к внедре-

нию в производство БП, по крайней мере в теку-

щем исполнении [11]. Тем не менее нами получено 
экспериментальное подтверждение эффективности 
концепции включения в состав ксеноперикарда по-

лимерного геля для профилактики кальцификации 
и протеолитической деградации, что позволяет сфо-

кусировать дальнейшие исследования на разработке 
различных вариантов такого рода модификации. В 
частности, решить проблему недостаточной проч-

ности и износостойкости гидрогеля на основе ПВС 
может изменение протокола гелеобразования, на-

пример путем увеличения числа циклов заморажи-

вания/оттаивания [16, 17]. Другим направлением ис-

следований, нацеленных на повышение прочности 
ПВС-гидрогеля, может стать включение в его состав 
углеродных нанотрубок или комбинирование с дру-

гими полимерами [18, 19].

Заключение
Разработанная нашей командой модификация 

эпоксиобработанного бычьего перикарда крио-

структурированным ПВС снижает кальцификацию 

биоматериала и его протеолитическую деградацию 
в коллагеназе при тестировании in vitro. Тем не ме-

нее полимерный компонент модифицированной тка-

ни неустойчив к действию циклических нагрузок, 
что значительно ухудшает его антикальциевые и ан-

тиферментные свойства. Таким образом, требуются 
дополнительные исследования, которые следует на-

целить на улучшение износостойкости ПВС-гидро-

геля, включенного в состав биологической ткани.
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Основные положения
• Метод компьютерной микротомографии позволяет качественно и количественно оценивать 

структуру патологически кальцинированных участков эксплантированных биопротезов клапанов 
сердца.

• Метод позволяет оценить изменения конструктивных элементов биопротеза, возникшие в 
процессе его длительного функционирования.

НЕРАЗРУШАЮЩИЙ МЕТОД ОЦЕНКИ СТЕПЕНИ КАЛЬЦИФИКАЦИИ 
БИОПРОТЕЗОВ КЛАПАНОВ СЕРДЦА

Цель
Оценить возможности применения томографии высокого разрешения для 
эксплантированных дисфункциональных биопротезов митрального клапана 
с различными паттернами кальцификации (крупноочаговая и мелкофракци-
онная) и конструктивными особенностями.

Материалы 
и методы

Объектами исследования стали единичные экземпляры биопротезов 
«ЮниЛайн» и «ПериКор», эксплантированные в результате развившейся 
дисфункции после 76 и 87 мес. соответственно функционирования в ор-
ганизме реципиентов. Исследование особенности локализации кальцифи-
катов в структуре биопротезов проводили с помощью томографии высо-
кого разрешения с последующей реконструкцией объемных изображений 
и количественным анализом рентгеноплотных участков. Дополнительно 
использовали световую микроскопию с окраской ализариновым красным С 
для детекции кальцификатов. 

Результаты

Показано, что характер распределения и объем кальцинатов значительно 
различаются между исследованными образцами: у биопротеза «ЮниЛайн» 
основные патологические участки располагались в материале створки и со-
ставили 21,1% объема всей биоткани, у модели «ПериКор» кальцификаты 
располагались диффузно мелкими структурными формированиями, занима-
ющими суммарно 5,1% биологического материала, причем основная локали-
зация такой минерализации приходилась на «вспомогательные» структуры 
протеза – обшивку, выполненную из ксеноперикарда свиньи или теленка. 
Помимо этого, томография высокого разрешения позволила определить сте-
пень деформации каркаса биопротеза «ЮниЛайн» с отклонением стоек кну-
три на 1,1–1,4 мм. 

Заключение
Показана возможность качественной и количественной оценки очагов мине-
рализации ксеноперикардиальных и ксеноаортальных биопротезов методом 
компьютерной микротомографии, при этом данный способ ограничен спо-
собностью выявления мелкофракционной минерализации в толще створок.

Ключевые слова
Компьютерная микротомография • Биологический протез клапана сердца 
• Дисфункция биопротеза • Кальцификация биоматериала • Структурная 
дегенерация
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Введение
Биопротезы клапанов сердца зарекомендовали 

себя как эффективные и доступные медицинские из-

делия для лечения приобретенных клапанных поро-

ков в России и за рубежом. Ежегодно отечественные 
сердечно-сосудистые хирурги имплантируют более 2 
тыс. таких устройств [1], а всего в мире ожидается 
рост частоты биопротезирований до 850 тыс. в год 
(к 2050 г.) [2]. Однако проблема развивающейся дис-

функции биологического материала, достигающая 
19–49% случаев в срок до 15 лет [3–5], неминуемо 
замедляет темпы роста частоты использования био-

протезов, которые обладают значительными преиму-

ществами по сравнению с аналогами – механичес-

кими протезами [6, 7]. Ключевыми проявлениями 
патологических изменений компонентов биопроте-

зов являются накопление кальция в материале (обыз-
вествление) и нарастание соединительно тканной 
капсулы (паннуса) как следствия иммунного ответа 
организма на инородное тело-имплант [8]. Исследо-

вателями и производителями предложены различные 
технологии снижения иммуногенности и «привер-

женности» кальцификации материала биопроте-

зов, которые призваны в конечном итоге повысить 
срок их службы, среди которых консерванты [9], 
дополнительные обработки [10], методы глубокой 
децелляризации и последующего заселения собст-
венными клетками реципиента [11] и т. д. 

Aim
To evaluate the potential of high-resolution tomography for the study of mitral 
valve bioprostheses of different designs explanted due to dysfunction and various 
calcification patterns (microcalcification and macrocalcification).

Methods

Single samples of the «UniLine» and «PeriCor» bioprostheses were the objects of 
study, they were explanted due to dysfunction developed after 76 and 87 months 
of operation in recipients. The peculiarities of calcification localization in the 
structure of bioprostheses were studied using high-resolution tomography followed 
by reconstruction of volumetric images and quantitative analysis of radiodense 
areas. Moreover, we used light microscopy with Alizarin Red S staining to detect 
calcifications.

Results

The study results showed that the nature of the distribution and volume of calcinates 
significantly differ between the studied samples: for the «UniLine» bioprosthesis, 
the affected areas were located in the leaflet material and constituted 21.1% of the 
total biological tissue volume; for the «PeriCor» bioprosthesis, calcifications were 
diffusely distributed in small structural formations, accounting for a total of 5.1% 
of the biological material, primary localized on the «auxiliary» structures of the 
prosthesis – the covering made of porcine or calf xenopericardium. In addition, 
high-resolution tomography allowed us to determine the degree of deformation of 
the «UniLine» bioprosthesis frame, with the posts deviating inward by 1.1–1.4 mm.

Conclusion

The possibility of using computed microtomography for qualitative and 
quantitative assessment of calcified xeno-pericardial and xeno-aortal bioprostheses 
has been demonstrated. However, this method is limited in its ability to detect 
macrocalcification within the leaflet thickness.

Keywords
Computer microtomography • Bioprosthetic heart valve • Bioprosthetic valve 
dysfunction • Biomaterial calcification • Structural valve degeneration
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Highlights
• Micro-computed tomography allows specialists to qualitatively and quantitatively assess the 

structure of calcified areas of explanted bioprosthetic heart valves.
• This method enables the evaluation of changes in the structure of the bioprosthesis that have occurred 

during its prolonged operation. 
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С практической точки зрения наиболее демон-

стративным доказательством эффективности того 
или иного подхода снижения иммуногенности сле-

дует считать исследование клинических моделей 
после длительной имплантации – анализ состоя-

ния биопротезов, эксплантированных по причине 
развившейся дисфункции [12, 13]. В современной 
исследовательской практике уже представлен ши-

рокий набор инструментов для качественной и 
количественной оценки таких объектов. Гистоло-

гические исследования служат для определения 
микроструктурных изменений в компонентах био-

протезов, иммуногистохимические и иммунофлуо-

ресцентный методы позволяют идентифицировать 
клеточный состав инфильтратов, а также вещества, 
ингибирующие ткани протеза. Макроскопическое 
исследование формализует особенности распре-

деления патологических участков и позволяет вы-

явить закономерности их расположения [14–16]. 
Однако с применением данных методов невозмож-

но воссоздать целостную картину расположения 
измененных областей в структуре биопротеза, так 
как для исследования используют только отдель-

ные фрагменты биоматериала с признаками дегене-

ративных изменений. Перспективным дополнени-

ем описанных выше методов, в частности с фоку-

сом на исследование внутренней микроструктуры, 
могут стать рентгенографические методы сверхвы-

сокого разрешения, активно применяемые для не-

разрушающей дефектоскопии промышленных из-

делий [17, 18]. Возможность визуализировать рент-

геноконтрастные объекты способна значительно 
расширить потенциал для анализа кальцинирован-

ных участков биопротезов, а высокое разрешение 
таких методов позволяет исследовать распределе-

ние в материале мелкозернистых диссеминирован-

ных фракций с микрометровыми размерами (10–3 

мм). Особенно ценна способность микротомогра-

фических методов создавать не только качествен-

ную, но и количественную оценку патологических 
областей биопротезов. Расчет объемов, размеров и 
плотности кальцинированных элементов позволяет 
оценивать результаты долговременного функцио-
нирования различных моделей биопротезов, т. е. 
объективно сравнивать методы снижения их каль-

ций-связывающей активности. Благодаря такому 
анализу возможно совершенствовать технологии 
изготовления и обработки данных изделий, что 
увеличивает срок их функционирования и снижает 
риски для пациента.

Целью настоящей работы стала оценка воз-

можности применения томографии высокого 
разрешения для эксплантированных дисфункци-

ональных биопротезов митрального клапана с 
различными паттернами кальцификации (крупно-
очаговая и мелкофракционная) и конструктивны-

ми особенностями.

Материалы и методы
Объектами исследования выбраны два биопро-

теза митрального клапана, которые были эксплан-

тированы по причине развившейся дисфункции – 
«ЮниЛайн» и «ПериКор» (ЗАО «НеоКор», Россия)
с сопоставимым сроком функционирования в орга-

низме реципиента (6 лет 4 мес. и 7 лет 3 мес. со-

ответственно). Возраст пациентов на момент дис-

функции биопротезов в обоих случаях составил 
61 год. Основной мотивацией выбора двух данных 
образцов явился принципиально разный характер 
распределения областей кальцификации, опреде-

ленный на этапе предварительного анализа: круп-

ноочаговый, выраженный для модели «ЮниЛайн», 
и с превалированием мелких фракций – для модели 
«ПериКор». 

Принципиальным различием данных биопро-

тезов является материал створчатого аппарата: у 
модели «ЮниЛайн» каждая створка выполнена из 
перикардиального лоскута крупного рогатого скота 
(рис. 1, A), у модели «ПериКор» створчатый аппа-

рат сформирован из аортального комплекса свиньи 
(см. рис. 1, B). Биологический материал в обоих 
случаях стабилизирован диглицидиловым эфиром 
этиленгликоля по запатентованной технологии. 
Стоит отметить, что такие конструктивные реше-

ния обусловлены историческими особенностями 
развития биопротезов: ранние модели отечествен-

ных и иностранных протезов (1980–2000 гг.) состо-

яли из свиного корня аорты, поздние (2000–2020 гг.) 
– из более технологичного ксеноперикардиально-

го лоскута [19]. Кроме того, биопротезы, исполь-

зуемые в исследовании, различаются сложностью 
опорного каркаса, что также может повлиять на 
применимость рассмотренного метода томографии 
высокого разрешения. У модели «ЮниЛайн» опор-

ный каркас композитный, с полипропиленовой 
основой и обрамлением проволокой из сверхэла-

стичного никелида титана (рентгеноконтрастного) 
(см. рис. 1, C), у модели «ПериКор» – однокомпо-

нентный, состоящий только из полипропиленовой 
основы (см. рис. 1, D). Наконец, немаловажным 
различием является материал пришивной манжеты 
биопротезов: в модели «ЮниЛайн» это синтетиче-

ский тканый материал, в модели «ПериКор» – ксе-

ноперикардиальный лоскут. 
Первым этапом исследования стал макроскопи-

ческий анализ дегенеративных изменений матери-

ала исследуемых биопротезов клапанов сердца с 
акцентом на особенность распределения кальци-

фикации. 
Неразрушающее исследование внутренней 

структуры биопротезов методом компьютерной 
микротомографии проводили на эксперименталь-

ной установке «Орел-МТ» (Томск, Россия) с разре-

шающей способностью 25,4 мкм. Режимы скани-

рования: напряжение 80 кВ, ток 48 мкА, время экс-
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ральной области и не оказывали влияние на под-

вижность створок. Для второй створки дегенера-

тивные изменения были в виде разрывов, при этом 
признаков кальцификации в данной створке не вы-

явлено, как и в третьей, которая была без видимых 
дегенеративных изменений. 

Обшивка каркаса у обоих видов биопротеза 
была с признаком кальцификации, более выражен-

ным на верхушках стоек. 

позиции каждой проекции 0,667 сек., число проек-
ций 1 200 шт. Итогом томографии стал набор из 1 
200 срезов в формате DICOM, на основе которых в 
среде Amira (Amira Software, США) реконструиро-

вали трехмерные модели биопротезов. Для оценки 
особенностей распределения кальцинированных 
областей биоматериала в зависимости от модели 
биопротеза использовали качественную описатель-

ную характеристику и количественные измерения 
объемов рентгенологически плотных участков с 
корректировкой на объем материала, соответству-

ющий спектру проволочного каркаса.
Дополнительно детектирование кальцификатов 

проводили методом световой микроскопии. Для 
приготовления гистологических препаратов ис-

пользовали центральную часть створок от свобод-

ного края до основания, а также участки протезов, 
представляющие интерес с точки зрения выявления 
дегенеративных изменений. Изготовление гистоло-

гических срезов толщиной 4–6 мкм осуществляли 
на криотоме Microm HM 525 (Thermo Scientific, 
Германия). Для идентификации кальцификатов на 
микроструктурном уровне криосрезы окрашива-

ли ализариновым красным С. Структуру образцов 
изучали с использованием светового микроскопа 
Axio Imager.A1 (Zeiss, Германия), обработку изо-

бражений производили в программе AxioVision 
(Zeiss, Германия).

Результаты
Макроскопическое описание
Макроскопическая визуализация показала ряд 

дегенеративных изменений биологического мате-

риала биопротезов в процессе их функциониро-

вания в организме реципиента, таких как кальци-

фикация, разрывы и перфорации. Также отмечено 
изменение исходной формы каркаса у биопротеза 
«ЮниЛайн» и формирование на его структурах 
паннуса с заходом на створки (рис. 2), у биопротеза 
«ПериКор» каркас был без видимых изменений ис-

ходной формы и без признаков паннуса.
Все биологические структуры протеза «Юни-

Лайн» и паннус были с признаком массивной каль-

цификации. Сплошные кальцификаты были отме-

чены в двух створках, в одной из которых кальций 
расположен от основания до зоны коаптации, во 
второй – в комиссуральных областях с распростра-

нением до купола. В третьей створке кальцификаты 
присутствовали только в области комиссур и в ос-

новании мелкими конгломератами. 
Створки биопротеза «ПериКор» были с утол-

щением в зоне коаптации, а также с разрывами и 
перфорациями в куполе, комиссуральной области и 
в свободном крае. Одна из створок имела призна-

ки кальцификации, однако в отличие от биопроте-

за «ЮниЛайн» кальцификаты были относительно 
мелкие, разрозненные, располагались в комиссу-

Рисунок 1. Модели биопротезов клапанов сердца, исполь-
зуемые в настоящем исследовании, в исходном (доимплан-
тационном) состоянии: A – биопротез «ЮниЛайн»; B – 
биопротез «ПериКор»; C – композитный опорный каркас 
биопротеза «ЮниЛайн»; D – однокомпонентный опорный 
каркас биопротеза «ПериКор»
Figure 1. Bioprosthetic heart valve models used in the 
current study at baseline (pre-implantation): A – “UniLine” 
bioprosthesis; B – “PeriCor” bioprosthesis; C – composite 
support frame of the “UniLine” bioprosthesis; D – single-
component support frame of the “PeriCor” bioprosthesis

Рисунок 2. Фотографии эксплантированных биопротезов, 
используемых в настоящем исследовании. Вид со сторо-
ны приточного отдела, вид со стороны выводного отдела и 
боковая проекция биопротезов (слева направо). Стрелками 
указаны: паннус у модели «ЮниЛайн», разрывы – у модели 
«ПериКор»
Figure 2. Photos of explanted bioprostheses used in the current 
study. View from the inflow section; view from the outflow 
section and lateral projection of the bioprostheses (from left to 
right). Arrows indicate: pannus for “UniLine” and ruptures for 
“PeriСor”
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Томографическое исследование
Микротомографическая визуализация проде-

монстрировала выраженное накопление кальция в 
толще материала обоих биопротезов, однако обла-

сти, в которых наблюдали наибольшее депонирова-

ние, принципиально различались. Так, у биопротеза 
«ЮниЛайн» основные крупные участки кальцифи-

кации были локализованы в створчатой части, при 
этом области расположения кальцификатов были 
для каждой створки индивидуальны: купол, осно-

вание и комиссуральные области (рис. 3, А, С). В 
то время как для биопротеза «ПериКор» рентгено-

контрастные области солокализованы с элементами 
внешней облицовки по периметру стоек и по осно-

ванию каркаса, для одной из створок кальцификат 
отмечен в области комиссуры (см. рис. 3, B, D).

Накопление кальциевых депозитов различалось 
и количественно. Визуально видно, что у ксенопе-

рикардиального биопротеза «ЮниЛайн» площадь 
кальцинированного материала больше, чем у ксе-

ноаортального «ПериКор». При оценке объемов 
кальцификатов относительно всего биоматериала 
показано, что в первом случае доля рентгеноплот-

ных участков составила 21,1%, во втором – 5,1% 
общего объема биологического материала.

Кроме того, показано, что у биопротеза «Юни-

Лайн» кальцификация носит крупноочаговый ха-

рактер и расположена сплошным массивом, у мо-

дели «ПериКор» патологическая минерализация 
представлена в основном мелкими фракциями. 
Количественно данная характеристика выражена 
распределением размеров частиц кальцификатов: 
для модели «ЮниЛайн» данный показатель со-

ставил 0,014 [25%: 0,0016; 75%: 0,15]: минималь-

ное значение 1,6 × 10–5, максимальное – 33,68 мм3;
для биопротеза «ПериКор» – 0,009 [25%: 0,00015; 
75%: 0,013]: минимальное значение 1,6 × 10–5, 
максимальное – 9,6 мм3. Минимальный размер 
области кальция, которая была зафиксирована 
в исследовании, 1,6 × 10–5 мм3, максимальный – 
33,68 мм3.

Отдельно стоит отметить изменение формы 
биопротеза «ЮниЛайн», которое наглядно проде-

монстрировано в проекции «сверху» (см. рис. 3, A). 
Исходно устройство имеет круглую форму (рис. 4), 
которая в результате функционирования в настоя-

щем случае изменилась на овальную за счет неко-

торой механической компрессии. При этом комис-

суральные стойки отклонились в сторону просвета 
на 1,1–1,4 мм (см. рис. 4, D).

Рисунок 3. Проекции биопротезов клапанов сердца 
«ЮниЛайн» и «ПериКор». Рентгенологически плотные 
участки биопротезов соответствуют областям кальцифи-
кации. В то же время металлический каркас имеет боль-
шую электронную плотность относительно кальцифи-
катов, что позволяет исключить его из количественного 
анализа. A – проекция биопротеза «ЮниЛайн» сверху; B 
– проекция биопротеза «ПериКор» сверху; C – изометри-
ческая проекция «ЮниЛайн»; D – изометрическая проек-
ция «ПериКор»
Figure 3. Projections of the “UniLine” and “PeriCor” 
bioprosthetic heart valves. Radiopaque areas of the 
bioprostheses correspond to calcification regions. At the 
same time, the metallic frame has a higher electron density 
compared to the calcifications, which allows it to be excluded 
from quantitative analysis. A – top projection of the “UniLine” 
bioprosthesis; B – top projection of the “PeriCor” bioprosthesis; 
C – isometric projection of the «UniLine» bioprosthesis; D – 
isometric projection of the “PeriCor” bioprosthesis

Рисунок 4. Визуализация геометрии биопротеза «Юни-
Лайн» исходно и после дисфункции: A – трехмерная 
модель композитного опорного каркаса (вид сверху); B 
– томографические данные, визуализация проволочной 
компоненты опорного каркаса эксплантированного про-
теза (вид сверху), пунктирной линией обозначен исход-
ный контур каркаса. Верхушки стоек каркаса отклонены к 
центру; C – трехмерная модель композитного каркаса (вид 
сбоку); D – томографические данные по проволочному 
каркасу эксплантированного биопротеза (вид сбоку)
Figure 4. Visualization of the geometry of the “UniLine” 
bioprosthesis, at baseline and post-dysfunction: A – Three-
dimensional model of the composite support frame (top view); B 
– Tomographic data, visualization of the wire component of the 
support frame of the explanted prosthesis (top view). The dotted 
line indicates the original contour of the frame. The tops of the 
frame posts are deflected towards the center; C – Three-dimensional 
model of the composite frame (side view); D – Tomographic data 
of the wire frame of the explanted bioprosthesis (side view)
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Гистологическое исследование
На микроструктурном уровне выявлены каль-

цификаты в участках биоматериала, отмеченных 
при макроописании и методом томографии вы-

сокого разрешения как свободные от кальцифи-

кации (рис. 5). Данные кальцификаты не были 
объединены в единый конгломерат и представля-

ли собой разрозненное скопление кальцификатов 
размеров не более 10 мкм. Данные кальцификаты 
не были солокализованы с крупными, что ука-

зывает на непрерывный процесс формирования 
кальцификатов.

Обсуждение
Исследование дисфункции биопротезов кла-

панов сердца является ценным инструментом 
для понимания структурных изменений и причин 
выхода из строя данных изделий, прежде всего 
с прикладной позиции. Паннус и кальцифика-

ция привели к стенозирующему эффекту за счет 
ограничения подвижности створчатого аппарата 
у биопротеза «ЮниЛайн», разрывы створчатого 
аппарата «ПериКор» стали причиной его несосто-

ятельности. В целом указанные изменения при-

вели к необходимости репротезирования данных 
биопротезов. Оптимизация конструкций, матери-

алов и методов имплантации тем более эффектив-

на, чем детальнее удается изучить клинические 
образцы и установить основные закономерности 
и триггеры развития дегенеративных изменений, 
приводящих к нарушению их функции. Представ-

ленный метод наглядно демонстрирует на приме-

ре двух принципиально разных конструкций био-

протезов возможность не только качественного, 
что характерно для классических описательных 
подходов, но и количественного исследования. 
При таком подходе возможно сравнивать различ-

ные конструктивные решения, материалы и геоме-

трические особенности протезов на основе число-

вых измерений, а не субъективных наблюдений. 
В настоящем исследовании наглядно продемон-

стрировано, что при такой оценке выбранный 
экземпляр биопротеза «ЮниЛайн» значитель-

но больше подвергся накоплению патологиче-

ских участков кальция, чем модель «ПериКор». 
При этом представлена количественная оценка 
такого различия: 21,1 против 5,1% объема всей 
ткани соответственно оказалось минерализовано. 
Безусловно, такое заключение несистемно, т. к. 
получено на малой выборке, однако уже лишено 
субъективности описательных методик.

При этом такая количественная оценка может 
быть дана не для всех патологических измене-

ний – ожидаемо, метод томографии имеет грани-

цы применимости, которые определены прежде 
всего разрешающей способностью. В настоящем 
исследовании нам удалось получить минималь-

ный размер пикселя изображения, равный 25,4 
мкм (0,0254 мм), что и обусловило минимальный 
размер кальцификата, который можно распоз-

нать на изображении – куб со стороной 25,4 мкм. 
Безусловно, такая разрешающая способность пре-

восходит все клинически используемые методы 
визуализации в десятки раз – так, компьютерная 
томография сверхвысокого разрешения достига-

ет 0,25 мм [20], т. е. в 10 раз меньшей точности. 
Более распространенные томографы позволяют 
получать изображение с еще меньшим разреше-

нием – 0,5–0,625 мм [21], т. е. в 20–25 раз более 
низкого качества. Однако, как мы показываем по 
результатам гистологических исследований, в 
материале створки присутствуют более мелкие 
элементы кальцификации, которые не могут быть 
определены томографией высокого разрешения. 
Таким образом, рассмотренный метод не уни-

версален и является только дополнением для уже 
зарекомендовавших себя подходов – гистологиче-

ского исследования. В совокупности методы све-

товой микроскопии и томографии высокого разре-

шения, дополняя друг друга, дают более полную 
картину распределения кальцификатов.

Второй особенностью неразрушающих мето-

дов анализа (томографии высокого разрешения) 
является возможность получать и исследовать 
внутреннюю структуру конструкции, компонентов 
изделий, их геометрию. Мы наглядно демонстри-

руем такую особенность на примере изменения 
формы опорного каркаса биопротеза «ЮниЛайн», 
отклонившего комиссуральные стойки кнутри 
в процессе функционирования. Только приме-

ненный томографический метод высокого разре-

шения дает возможность получить трехмерную 
модель объекта и сравнить ее с исходной (спро-

ектированной) геометрией изделия для измерения 
различий и искажений (рис. 6). Благодаря такому 

Рисунок 5. Микроструктура створок биопротезов «Юни-
Лайн» и «ПериКор», окраска ализариновым красным С. 
Стрелками указаны сформированные микрокальцификаты 
Figure 5. Microstructure of the leaflets of the “UniLine” and 
“PeriCor” bioprostheses, stained with Alizarin Red S. Examples 
of formed microcalcifications are indicated by arrows
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разрешению сканирования удалось четко визуали-

зировать тонкостенные элементы опорного карка-

са – проволочную компоненту, изготовленную из 
проволоки толщиной 0,48 мм. Такие размеры не-

доступны большинству исследовательских и тем 
более клинических томографов, разрешение кото-

рых достигает только 0,5–0,625 мм [21]. При этом 
информация об искажениях геометрии протезов 
может быть важной для определения путей опти-

мизации конструкции. 
При расширении выборки могут быть выявлены 

некие закономерности дегенеративных или дефор-

мационных изменений каркаса, характерных для 
сравниваемых моделей биопротезов, что в дальней-

шем позволит разработчикам вносить корректиров-

ку в ту или иную модель для увеличения сроков их 
функционирования либо учитывать полученные 
данные при создании новых моделей биопротезов 
клапанов сердца.

Ограничения исследования
Наиболее очевидным ограничением настоящего 

исследования является объем выборок. Мы демон-

стрируем эффективность и возможности метода 
компьютерной микротомографии только на двух 
образцах патологически измененных биопротезов, 
поэтому делать системные выводы о различиях 
кальций-связывающего потенциала и/или недос-
татках той или иной конструкции и материала 
неправомерно. Дисфункция биопротеза клапана 
сердца (как и ее частный случай кальцификация) – 
комплексный процесс [22, 23], на скорость, объем 
и локализацию которого оказывает влияние значи-

тельное количество факторов, которые в настоящей 

работе не балансированы между образцами. Только 
более системные исследования значительных вы-

борок могут дать строгий ответ об особенностях 
патологической минерализации разных поколений 
и моделей биопротезов. Однако для демонстрации 
универсальности метода компьютерной микрото-

мографии, ее способности получать качественную 
и количественную оценку объемов патологических 
участков, ее апробирование на единичных образ-

цах, значительно различающихся конструктивно, 
является наглядным. 

Заключение
Настоящее исследование продемонстрировало 

возможность качественной и количественной оцен-

ки очагов минерализации ксеноперикардиальных и 
ксеноаортальных биопротезов методом микроком-

пьютерной томографии, при этом данный подход 
ограничен способностью выявления мелкофрак-

ционной минерализации в толще створок, которая 
может быть успешно выявлена с использованием 
гистологии. Тем не менее явным преимуществом 
метода следует считать возможность исследования 
и оценки деформации таких конструктивно слож-

ных устройств, как протезы с композитным метал-

лсодержащим опорным каркасом.
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Рисунок 6. Совмещение двух моделей проволочного 
компонента опорного каркаса биопротеза «ЮниЛайн» 
– исходной формы при проектировании (фиолетовый) и 
реконструированной модели эксплантированного биопро-
теза (красный) – в различных проекциях. Стойки протеза 
после длительного пребывания в организме пациента де-
формированы радиально во внутрь
Figure 6. Alignment of two models of the wire component 
of the support frame of the “UniLine” bioprosthesis – the 
original design shape (purple) and the reconstructed model of 
the explanted bioprosthesis (red), in various projections. It is 
evident that after a prolonged operation in the patient’s body, 
the stents of the prosthesis are radially deformed inward



70 МикроКТ для исследования биопротезов клапанов

Информация об авторах Author Information Form
Клышников Кирилл Юрьевич, кандидат медицинских 

наук научный сотрудник лаборатории новых биоматери-

алов отдела экспериментальной медицины федерального 
государственного бюджетного научного учреждения «На-

учно-исследовательский институт комплексных проблем 
сердечно-сосудистых заболеваний», Кемерово, Российская 
Федерация; ORCID 0000-0003-3211-1250

Klyshnikov Kirill Yu., PhD, Researcher at the Laboratory 
of New Biomaterials, Department of Experimental Medicine, 
Federal State Budgetary Institution “Research Institute for 
Complex Issues of Cardiovascular Diseases”, Kemerovo, 
Russian Federation; ORCID 0000-0003-3211-1250

Глушкова Татьяна Владимировна, кандидат биологи-

ческих наук старший научный сотрудник лаборатории но-

вых биоматериалов отдела экспериментальной медицины 
федерального государственного бюджетного научного уч-

реждения «Научно-исследовательский институт комплекс-

ных проблем сердечно-сосудистых заболеваний», Кемеро-

во, Российская Федерация; ORCID 0000-0003-4890-0393

Glushkova Tatyana V., PhD, Senior Researcher at the 
Laboratory of New Biomaterials, Department of Experimental 
Medicine, Federal State Budgetary Scientific Institution 
«Research Institute for Complex Problems of Cardiovascular 
Diseases», Kemerovo, Russian Federation; ORCID 0000-

0003-4890-0393

Костюнин Александр Евгеньевич, кандидат биологиче-

ских наук научный сотрудник лаборатории новых биома-

териалов отдела экспериментальной медицины федераль-

ного государственного бюджетного научного учреждения 
«Научно-исследовательский институт комплексных про-

блем сердечно-сосудистых заболеваний», Кемерово, Рос-

сийская Федерация; ORCID 0000-0001-6099-0315

Kostyunin Alexander E., PhD, Researcher at the Laboratory 
of New Biomaterials, Department of Experimental Medicine, 
Federal State Budgetary Scientific Institution “Research 
Institute for Complex Problems of Cardiovascular Diseases”, 
Kemerovo, Russian Federation; ORCID 0000-0001-6099-

0315

Резвова Мария Александровна, младший научный со-

трудник лаборатории новых биоматериалов отдела экспе-

риментальной медицины федерального государственного 
бюджетного научного учреждения «Научно-исследова-

тельский институт комплексных проблем сердечно-сосу-

дистых заболеваний», Кемерово, Российская Федерация; 
ORCID 0000-0002-4405-8904

Rezvova Maria A., Junior Researcher at the Laboratory 
of New Biomaterials, Department of Experimental Medicine, 
Federal State Budgetary Scientific Institution “Research 
Institute for Complex Problems of Cardiovascular Diseases”, 
Kemerovo, Russian Federation; ORCID 0000-0002-4405-
8904

Онищенко Павел Сергеевич, младший научный сотрудник 
лаборатории новых биоматериалов отдела эксперименталь-

ной медицины федерального государственного бюджетного 
научного учреждения «Научно-исследовательский институт 
комплексных проблем сердечно-сосудистых заболеваний», Ке-

мерово, Российская Федерация; ORCID 0000-0003-2404-2873

Onishchenko Pavel S., Junior Researcher at the Laboratory 
of New Biomaterials, Department of Experimental Medicine, 
Federal State Budgetary Scientific Institution «Research 
Institute for Complex Problems of Cardiovascular Diseases», 
Kemerovo, Russian Federation; ORCID 0000-0003-2404-

2873

Акентьева Татьяна Николаевна, младший научный со-

трудник лаборатории новых биоматериалов отдела экспе-

риментальной медицины федерального государственного 
бюджетного научного учреждения «Научно-исследова-

тельский институт комплексных проблем сердечно-сосу-

дистых заболеваний», Кемерово, Российская Федерация; 
ORCID 0000-0002-0033-9376

Akentyeva Tatyana N., Junior Researcher at the Laboratory 
of New Biomaterials, Department of Experimental Medicine, 
Federal State Budgetary Scientific Institution “Research 
Institute for Complex Problems of Cardiovascular Diseases”, 
Kemerovo, Russian Federation; ORCID 0000-0002-0033-

9376

Батранин Андрей Викторович, кандидат технических 
наук ведущий инженер российско-китайской научной лабо-

ратории радиационного контроля и досмотра федерального 
государственного автономного образовательного учрежде-

ния высшего образования «Национальный исследователь-

ский Томский политехнический университет», Томск, Рос-

сийская Федерация; ORCID 0000-0001-9678-2905

Batranin Andrey V., PhD, Leading Engineer, Russian-
Chinese Laboratory of Radiation Monitoring and Inspection, 
National Research Tomsk Polytechnic University, Tomsk, 
Russian Federation; ORCID 0000-0001-9678-2905

Овчаренко Евгений Андреевич, кандидат технических 
наук заведующий лабораторией новых биоматериалов 
отдела экспериментальной медицины федерального го-

сударственного бюджетного научного учреждения «На-

учно-исследовательский институт комплексных проблем 
сердечно-сосудистых заболеваний», Кемерово, Российская 
Федерация; ORCID 0000-0001-7477-3979

Ovcharenko Evgeny A., PhD, Head of the Laboratory of 
New Biomaterials, Department of Experimental Medicine, 
Federal State Budgetary Institution “Research Institute for 
Complex Issues of Cardiovascular Diseases”, Kemerovo, 
Russian Federation; ORCID 0000-0001-7477-3979

Вклад авторов в статью Author Contribution Statement
ККЮ – получение и интерпретация данных исследования, на-

писание и корректировка статьи, утверждение окончательной 
версии для публикации, полная ответственность за содержание

KKYu – data collection and interpretation, manuscript writing, 
editing, approval of the final version, fully responsible for the 
content

ГТВ – получение и интерпретация данных исследования, на-

писание и корректировка статьи, утверждение окончательной 
версии для публикации, полная ответственность за содержание

GTV – data collection and interpretation, manuscript writing, 
editing, approval of the final version, fully responsible for the 
content



К.Ю. Клышников и др. 71

О
РИ

ГИ
Н

А
Л

ЬН
Ы

Е
И

С
С

Л
ЕД

О
ВА

Н
И

Я

КАЕ – получение и интерпретация данных исследования, на-

писание и корректировка статьи, утверждение окончательной 
версии для публикации, полная ответственность за содержание

KAE – data collection and interpretation, manuscript writing, 
editing, approval of the final version, fully responsible for the 
content

РМА – получение и интерпретация данных исследования, на-

писание и корректировка статьи, утверждение окончательной 
версии для публикации, полная ответственность за содержание

RMA – data collection and interpretation, manuscript writing, 
editing, approval of the final version, fully responsible for the 
content

ОПС – получение и интерпретация данных исследования, на-

писание и корректировка статьи, утверждение окончательной 
версии для публикации, полная ответственность за содержание

OPS – data collection and interpretation, manuscript writing, 
editing, approval of the final version, fully responsible for the 
content

АТН – получение и интерпретация данных исследования, на-

писание и корректировка статьи, утверждение окончательной 
версии для публикации, полная ответственность за содержание

ATN – data collection and interpretation, manuscript writing, 
editing, approval of the final version, fully responsible for the 
content

БАВ – получение и интерпретация данных исследования, на-

писание и корректировка статьи, утверждение окончательной 
версии для публикации, полная ответственность за содержание

BAV – data collection and interpretation, manuscript writing, 
editing, approval of the final version, fully responsible for the 
content

ОЕА – получение и интерпретация данных исследования, на-

писание и корректировка статьи, утверждение окончательной 
версии для публикации, полная ответственность за содержание

ОЕА – data collection and interpretation, manuscript writing, 
editing, approval of the final version, fully responsible for the 
content

СПИСОК ЛИТЕРАТУРЫ
1. Бокерия Л.А., Милиевская Е.Б., Кудзоева З.Ф., Прянишников 

В.В., Скопин А.И., Юрлов И.А. Сердечно-сосудистая хирургия – 
2018. Болезни и врожденные аномалии системы кровообращения. 
Москва: ФГБУ «НМИЦССХ им. А.Н. Бакулева» МЗ РФ; 2019. 270 p.

2. Li K.Y.C. Bioprosthetic Heart Valves: Upgrading a 50-Year 
Old Technology. Frontiers in Cardiovascular Medicine. 2019; 6. 
doi:10.3389/fcvm.2019.00047

3. Foroutan F., Guyatt G.H., O’Brien K., Bain E., Stein M., 
Bhagra S., Sit D., Kamran R., Chang Y., Devji T., Mir H., Manja 
V., Schofield T., Siemieniuk R.A., Agoritsas T., Bagur R., Otto 
C.M., Vandvik P.O. Prognosis after surgical replacement with 
a bioprosthetic aortic valve in patients with severe symptomatic 
aortic stenosis: systematic review of observational studies. BMJ 
(Clinical research ed.). 2016; 354: i5065. doi:10.1136/bmj.i5065

4. Одаренко Ю.Н., Рутковская Н.В., Рогулина Н.В., Ста-
сев А.Н., Кокорин С.Г., Каган Е.С., Барбараш Л.С. Анализ 
23-летнего опыта использования ксеноаортальных эпокси-
обработанных биопротезов в хирургии митральных пороков 
сердца. Исследование факторов реципиента с позиций влия-
ния на развитие кальциевой дегенерации. Комплексные про-
блемы сердечно-сосудистых заболеваний. 2015; (4): 17–25. 
doi:10.17802/2306-1278-2015-4-17-25

5. Рогулина Н.В., Одаренко Ю.Н., Журавлева И.Ю., Бар-
бараш Л.С. Отдаленные результаты применения механических 
и биологических протезов у пациентов различных возрастов. 
Медицина и образование в Сибири. 2014; (3): 47. 

6. Федоров С.А., Чигинев В.А., Журко С.А., Гамзаев А.Б., 
Медведев А.П. Клинические и гемодинамические результаты 
использования различных моделей биологических протезов 
для коррекции сенильных пороков аортального клапана. Со-
временные технологии в медицине. 2016; 8(4): 292–296. 

7. Dangas G.D., Weitz J.I., Giustino G., Makkar R., Mehran 
R. Prosthetic Heart Valve Thrombosis. Journal of the American 
College of Cardiology. United States; 2016; 68(24): 2670–2689. 
doi:10.1016/j.jacc.2016.09.958

8. Костюнин А.Е., Овчаренко Е.А., Клышников К.Ю. Совре-
менное понимание механизмов структурной дегенерации био-
протезов клапанов сердца. Российский кардиологический жур-
нал. 2018;(11):145-152. doi:10.15829/1560-4071-2018-11-145-152

9. Zhuravleva I.Y., Karpova E. V., Oparina L.A., Poveschenko 
O. V., Surovtseva M.A., Titov A.T., Ksenofontov A.L., Vasilieva 
M.B., Kuznetsova E. V., Bogachev-Prokophiev A. V., Trofimov 
B.A. Cross-linking method using pentaepoxide for improving 
bovine and porcine bioprosthetic pericardia: A multiparametric 
assessment study. Materials Science and Engineering: C. 2021; 
118: 111473. doi:10.1016/j.msec.2020.111473

10. Danilov V. V., Klyshnikov K.Y., Gerget O.M., Skirnevsky 
I.P., Kutikhin A.G., Shilov A.A., Ganyukov V.I., Ovcharenko E.A. 
Aortography Keypoint Tracking for Transcatheter Aortic Valve 

Implantation Based on Multi-Task Learning. Frontiers in Cardiovascular 
Medicine. 2021; 8: 699. doi:10.3389/fcvm.2021.697737

11. VeDepo M.C., Detamore M.S., Hopkins R.A., Converse G.L. 
Recellularization of decellularized heart valves: Progress toward 
the tissue-engineered heart valve. Journal of Tissue Engineering. 
2017; 8: 204173141772632. doi:10.1177/2041731417726327

12. Miclăuş T., Valla V., Koukoura A., Nielsen A.A., Dahlerup 
B., Tsianos G.-I., Vassiliadis E. Impact of Design on Medical 
Device Safety. Therapeutic Innovation & Regulatory Science. 
2020; 54(4): 839–849. doi:10.1007/s43441-019-00022-4

13. Joung Y.-H. Development of Implantable Medical Devices: 
From an Engineering Perspective. International Neurourology 
Journal. 2013; 17(3): 98. doi:10.5213/inj.2013.17.3.98

14. Gellis L., Baird C.W., Emani S., Borisuk M., Gauvreau K., 
Padera R.F., Sanders S.P. Morphologic and histologic findings in 
bioprosthetic valves explanted from the mitral position in children 
younger than 5 years of age. The Journal of Thoracic and Cardiovascular 
Surgery. 2018; 155(2): 746–752. doi:10.1016/j.jtcvs.2017.09.091

15. Lepidi H., Casalta J.-P., Fournier P.-E., Habib G., Collart F., 
Raoult D. Quantitative Histological Examination of Bioprosthetic 
Heart Valves. Clinical Infectious Diseases. 2006; 42(5): 590–596. 
doi:10.1086/500135

16. Uchasova E., Barbarash O., Rutkovskaya N., Hryachkova 
O., Gruzdeva O., Ponasenko A., Kondyukova N., Odarenko Y., 
Barbarash L. Impact of recipient-related factors on structural 
dysfunction of xenoaortic bioprosthetic heart valves. Patient 
Preference and Adherence. 2015; 9: 389. doi:10.2147/PPA.S76001

17. Hamdi S.E., Delisée C., Malvestio J., Da Silva N., Le Duc A., 
Beaugrand J. X-ray computed microtomography and 2D image analysis 
for morphological characterization of short lignocellulosic fibers raw 
materials: A benchmark survey. Composites Part A: Applied Science and 
Manufacturing. 2015; 76: 1–9. doi:10.1016/j.compositesa.2015.04.019

18. Markl D., Zeitler J.A., Rasch C., Michaelsen M.H., Müllertz A., 
Rantanen J., Rades T., Bøtker J. Analysis of 3D Prints by X-ray Computed 
Microtomography and Terahertz Pulsed Imaging. Pharmaceutical 
Research. 2017; 34(5): 1037–1052. doi:10.1007/s11095-016-2083-1

19. Орловский П.И., Гриценко В.В., Юхнев А.Д., Евдоки-
мов С.В., Гавриленко В.И. Искусственные клапаны сердца. 
СПб.: ЗАО «Олма-медиа групп»; 2007. 448с. 

20. Gondim Teixeira P.A., Villani N., Ait Idir M., Germain E., 
Lombard C., Gillet R., Blum A. Ultra-high resolution computed 
tomography of joints: practical recommendations for acquisition 
protocol optimization. Quantitative Imaging in Medicine and 
Surgery. 2021; 11(10): 4287–4298. doi:10.21037/qims-21-217

21. Lin E., Alessio A. What are the basic concepts of 
temporal, contrast, and spatial resolution in cardiac CT? Journal 
of Cardiovascular Computed Tomography. 2009; 3(6): 403–408. 
doi:10.1016/j.jcct.2009.07.003

22. Барбараш Л.С., Рогулина Н.В., Рутковская Н.В., Ов-



72 MicroCT for the study of bioprosthetic heart valves

Для цитирования: Клышников К.Ю., Глушкова Т.В., Костюнин А.Е., Резвова М.А., Онищенко П.С., Акентьева Т.Н., 
Батранин А.В., Овчаренко Е.А. Неразрушающий метод оценки степени кальцификации биопротезов клапанов 
сердца. Комплексные проблемы сердечно-сосудистых заболеваний. 2024;13(3): 63-72. DOI: 10.17802/2306-1278-2024-
13-3-63-72
To cite: Klyshnikov K.Yu., Glushkova T.V., Kostyunin A.E., Rezvova M.A., Onishchenko P.S., Akentyeva T.N., Batranin A.V., 
Ovcharenko E.A. Non-destructive method for assessing the degree of calcification in bioprosthetic heart valves. Complex 
Issues of Cardiovascular Diseases. 2024;13(3): 63-72. DOI: 10.17802/2306-1278-2024-13-3-63-72

чаренко Е.А. Механизмы развития дисфункций биологи-
ческих протезов клапанов сердца. Комплексные пробле-
мы сердечно-сосудистых заболеваний. 2018; 7(2): 10–24. 
doi:10.17802/2306-1278-2018-7-2-10-24

23. Барбараш Л.С., Борисов В.В., Рутковская Н.В., Бураго 

А.Ю., Одаренко Ю.Н., Стасев А.Н., Кокорин С.Г., Журавлева 
И.Ю. Клинико-морфологическое исследование причин дис-
функций эпоксиобработанных ксеноаортальных биопротезов 
в митральной позиции. Кардиология и сердечно-сосудистая 
хирургия. 2014; 7(4): 84–86.

REFERENCES
1. Bokeriya L.A., Milievskaya E.B., Kudzoeva Z.F., Pryanishnikov 

V.V., Scopin A.I., Yurlov I.A. Serdechnososudistaya khirurgiya – 2018. 
Bolezni i vrozhdennye anomalii sistemy krovoobrashcheniya. Moscow: 
NMITsSSKh im. A.N. Bakuleva MZ RF; 2018. 270p. (In Russian)

2. Li K.Y.C. Bioprosthetic Heart Valves: Upgrading a 50-Year 
Old Technology. Frontiers in Cardiovascular Medicine. 2019; 6. 
doi:10.3389/fcvm.2019.00047

3. Foroutan F., Guyatt G.H., O’Brien K., Bain E., Stein M., 
Bhagra S., Sit D., Kamran R., Chang Y., Devji T., Mir H., Manja 
V., Schofield T., Siemieniuk R.A., Agoritsas T., Bagur R., Otto 
C.M., Vandvik P.O. Prognosis after surgical replacement with 
a bioprosthetic aortic valve in patients with severe symptomatic 
aortic stenosis: systematic review of observational studies. BMJ 
(Clinical research ed.). 2016; 354: i5065. doi:10.1136/bmj.i5065

4. Odarenko Yu.N., Rutkovskaya N.V., Rogulina N.V., Stasev 
A.N., Kokorin S.G., Kagan E.S., Barbarash L.S. Analysis of 23-
year experience epoxy treated xenoaortic bioprosthesis in surgery 
mitral heart disease. Research factors of recipients by positions 
of influence on the development of calcium degeneration. 
Complex Issues of Cardiovascular Diseases. 2015; (4): 17–25. 
doi:10.17802/2306-1278-2015-4-17-25. (In Russian)

5. Rogulina N.V., Odarenko Yu.N., Zhuravleva I.Yu., Barbarash 
L.S. Remote results of application of mechanical and biological 
prostheses at patients of various age. Medicine and education in 
Siberia. 2014; (3): 47. (In Russian)

6. Fedorov S.A., Chiginev V.A., Zhurko S.A., Gamzaev A.B., 
Medvedev A.P. Clinical and hemodynamic results of applying 
different biological prosthesis models for correction of calcific 
aortic valve disease. Sovremennye tehnologii v medicine 2016; 
8(4): 292-296. (In Russian)

7. Dangas G.D., Weitz J.I., Giustino G., Makkar R., Mehran 
R. Prosthetic Heart Valve Thrombosis. Journal of the American 
College of Cardiology. United States; 2016; 68(24): 2670–2689. 
doi:10.1016/j.jacc.2016.09.958

8. Kostyunin A.E., Ovcharenko E.A., Klyshnikov K.Y. Modern 
understanding of mechanisms of bioprosthetic valve structural 
degeneration: a literature review. Russian Journal of Cardiology. 2018; 
(11): 145–152. doi:10.15829/1560-4071-2018-11-145-152 (In Russian)

9. Zhuravleva I.Y., Karpova E. V., Oparina L.A., Poveschenko 
O. V., Surovtseva M.A., Titov A.T., Ksenofontov A.L., Vasilieva 
M.B., Kuznetsova E. V., Bogachev-Prokophiev A. V., Trofimov 
B.A. Cross-linking method using pentaepoxide for improving 
bovine and porcine bioprosthetic pericardia: A multiparametric 
assessment study. Materials Science and Engineering: C. 2021; 
118: 111473. doi:10.1016/j.msec.2020.111473

10. Danilov V. V., Klyshnikov K.Y., Gerget O.M., Skirnevsky 
I.P., Kutikhin A.G., Shilov A.A., Ganyukov V.I., Ovcharenko E.A. 
Aortography Keypoint Tracking for Transcatheter Aortic Valve 
Implantation Based on Multi-Task Learning. Frontiers in Cardiovascular 
Medicine. 2021; 8: 699. doi:10.3389/fcvm.2021.697737

11. VeDepo M.C., Detamore M.S., Hopkins R.A., Converse G.L. 
Recellularization of decellularized heart valves: Progress toward 
the tissue-engineered heart valve. Journal of Tissue Engineering. 

2017; 8: 204173141772632. doi:10.1177/2041731417726327
12. Miclăuş T., Valla V., Koukoura A., Nielsen A.A., Dahlerup 

B., Tsianos G.-I., Vassiliadis E. Impact of Design on Medical 
Device Safety. Therapeutic Innovation & Regulatory Science. 
2020; 54(4): 839–849. doi:10.1007/s43441-019-00022-4

13. Joung Y.-H. Development of Implantable Medical Devices: 
From an Engineering Perspective. International Neurourology 
Journal. 2013; 17(3): 98. doi:10.5213/inj.2013.17.3.98

14. Gellis L., Baird C.W., Emani S., Borisuk M., Gauvreau K., 
Padera R.F., Sanders S.P. Morphologic and histologic findings in 
bioprosthetic valves explanted from the mitral position in children 
younger than 5 years of age. The Journal of Thoracic and Cardiovascular 
Surgery. 2018; 155(2): 746–752. doi:10.1016/j.jtcvs.2017.09.091

15. Lepidi H., Casalta J.-P., Fournier P.-E., Habib G., Collart F., 
Raoult D. Quantitative Histological Examination of Bioprosthetic 
Heart Valves. Clinical Infectious Diseases. 2006; 42(5): 590–596. 
doi:10.1086/500135

16. Uchasova E., Barbarash O., Rutkovskaya N., Hryachkova 
O., Gruzdeva O., Ponasenko A., Kondyukova N., Odarenko Y., 
Barbarash L. Impact of recipient-related factors on structural 
dysfunction of xenoaortic bioprosthetic heart valves. Patient 
Preference and Adherence. 2015; 9: 389. doi:10.2147/PPA.S76001

17. Hamdi S.E., Delisée C., Malvestio J., Da Silva N., Le Duc 
A., Beaugrand J. X-ray computed microtomography and 2D image 
analysis for morphological characterization of short lignocellulosic 
fibers raw materials: A benchmark survey. Composites Part A: 
Applied Science and Manufacturing. 2015; 76: 1–9. doi:10.1016/j.
compositesa.2015.04.019

18. Markl D., Zeitler J.A., Rasch C., Michaelsen M.H., Müllertz A., 
Rantanen J., Rades T., Bøtker J. Analysis of 3D Prints by X-ray Computed 
Microtomography and Terahertz Pulsed Imaging. Pharmaceutical 
Research. 2017; 34(5): 1037–1052. doi:10.1007/s11095-016-2083-1

19. Orlovsky P.I., Gritsenko V.V., Yukhnev A.D., Evdokimov 
S.V., Gavrilenko V.I. Artificial heart valves. Saint Petersburg: JSC 
‘Olma-media group’; 2007. 448p. (In Russian)

20. Gondim Teixeira P.A., Villani N., Ait Idir M., Germain E., 
Lombard C., Gillet R., Blum A. Ultra-high resolution computed 
tomography of joints: practical recommendations for acquisition 
protocol optimization. Quantitative Imaging in Medicine and 
Surgery. 2021; 11(10): 4287–4298. doi:10.21037/qims-21-217

21. Lin E., Alessio A. What are the basic concepts of 
temporal, contrast, and spatial resolution in cardiac CT? Journal 
of Cardiovascular Computed Tomography. 2009; 3(6): 403–408. 
doi:10.1016/j.jcct.2009.07.003

22. Barbarash L.S., Rogulina N.V., Rutkovskaya N.V., Ovcharenko 
E.A. Mechanisms underlying bioprosthetic heart valve dysfunctions. 
Complex Issues of Cardiovascular Diseases. 2018;7(2):10-24. 
doi:10.17802/2306-1278-2018-7-2-10-24. (In Russian)

23. Barbarash L.S., Borisov V.V., Rutkovskaya N.V., Burago 
A.Yu., Odarenko Yu.N., Stasev A.N., Kokorin S.G., Zhuravleva 
I.Yu. Clinical and morphological study of epoxy-treated xenoaortic 
bioprostheses dysfunctions in mitral position. Cardiology and 
cardiovascular surgery. 2014; 7(4): 84–86. (In Russian)



73омплексные проблемы сердечно-сосудистых заболеванийК

O
R

IG
IN

A
L

 S
T

U
D

IE
S

УДК 616-77

1 Федеральное государственное бюджетное учреждение «Национальный медицинский исследователь-
ский центр имени В. А. Алмазова» Министерства здравоохранения Российской Федерации, ул. Аккурато-
ва, 2, Санкт-Петербург, Российская Федерация, 197341; 2 Федеральное государственное бюджетное уч-
реждение науки Институт цитологии Российской академии наук, Тихорецкий пр., 4, Санкт-Петербург, 
Российская Федерация, 194064; 3 Федеральное государственное бюджетное образовательное учрежде-
ние высшего образования «Санкт-Петербургский государственный университет», Университетская 
наб., 7/9, Санкт-Петербург, Российская Федерация,199034

Для корреспонденции: Надежда Владимировна Боярская, nad.vb@yandex.ru; адрес: ул. Аккуратова, 2, Санкт-Петербург, 
Российская Федерация, 197341
Corresponding author: Nadezhda V. Boyarskaya, nad.vb@yandex.ru; address: 2, Akkuratova St., St. Petersburg, Russian 
Federation, 197341

Н.В. Боярская1, 2, О.С. Качанова1, А.А. Шишкова1, В.Е. Успенский1, А.А. Филиппов1, 
Д.С. Толпыгин1, А.А. Лобов2, 3, А.Б. Малашичева1, 2, 3

DOI 10.17802/2306-1278-2024-13-3-73-82

Основные положения
• В работе использованы титановые подложки с различными композитными покрытиями. Зада-

чей исследования было изучить методику и оценить влияние покрытий на индукцию остеогенной 
дифференцировки в интерстициальных клетках аортального клапана человека.

ВЛИЯНИЕ РАЗЛИЧНЫХ КОМПОЗИТНЫХ ПОКРЫТИЙ ТИТАНОВОГО 
МАТРИКСА НА ОСТЕОГЕННУЮ ДИФФЕРЕНЦИРОВКУ 

ИНТЕРСТИЦИАЛЬНЫХ КЛЕТОК АОРТАЛЬНОГО КЛАПАНА ЧЕЛОВЕКА

Актуальность

Кальцинирующий аортальный стеноз занимает третье место среди сердеч-
но-сосудистых заболеваний и поражает до 10% населения к 80 годам жизни. 
Единственным доступным лечением аортального стеноза является протези-
рование аортального клапана. В связи с этим крайне важным представляется 
разработка таких искусственных материалов для протезов аортального кла-
пана, которые были бы максимально биосовместимы, химически инертны, 
не тромбогенны, не вызывали иммунных реакций и не имели проостеоген-
ного эффекта. 

Цель
Изучение влияния различных композитных покрытий на титановой основе 
на индукцию остеогенных процессов в интерстициальных клетках аорталь-
ного клапана человека и анализ методики экспресс-диагностики искусствен-
ных материалов имплантатов.

Материалы 
и методы

В исследовании изучены титановые образцы с тремя различными покрыти-
ями. Произведено культивирование интерстициальных клеток аортального 
клапана на изучаемых материалах; с помощью метода ПЦР в реальном вре-
мени проанализирован уровень изменения экспрессии остеогенных марке-
ров RUNX2, COL1a1, ALP под влиянием остеогенных стимулов, а также вы-
полнены окраска ализариновым красным и спектрофотометрический анализ 
окраски для определения количества кальцификатов в клетках. Оценены ме-
тоды получения РНК, проведен спектрофотометрический анализ образцов, 
культивируемых на искусственных материалах.

Результаты

Выбран оптимальный способ выделения РНК за счет использования по-
ли-а-хвоста и отработан протокол абсорбции кальцификатов с композит-
ных материалов. Отмечено разнонаправленное изменение экспрессии генов 
RUNX2, ALP, COL1A1 в клетках, культивируемых на титановых образцах с 
покрытиями, по сравнению с контрольными образцами. Интенсивность экс-
прессии различалась в зависимости от типа покрытий, эти данные коррели-
ровали с интенсивностью окраски ализарином. Таким образом, разные типы 
покрытий по-разному влияли на процессы остеогенной дифференцировки в 
клетках. 

Заключение
Длительность экспресс диагностики составила 21 день и включала в себя 
исследование экспрессии генов маркеров остеодифференцировки на времен-
ной точке 96 ч и окраску ализариновым красным на 21-й день с момента за-
пуска остеодифференцировки. Различные полимерные покрытия влияли на
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Background

Currently, the only medical treatment for aortic stenosis is aortic valve replacement. At 
the same time, calcific aortic stenosis is the third most prevalent cardiovascular disease 
that affects up to 10% of the population by the age of 80. In this regard, it is important 
to develop materials for aortic valve prostheses that would be highly biocompatible, 
chemically stable, non-thrombogenic, non-immunogenic and non-osteogenic.

Aim
To assess the impact of composite coatings of titanium bases on osteogenic 
differentiation of valve`s interstitial cells and to analyze the methods of express 
diagnostics of artificial implant materials.

Methods

The study examined titanium samples with three different coatings. The interstitial 
cells of the aortic valve were cultured on the studied materials. Using the PCR-
RT method, the level of changes in the expression of osteogenic markers RUNX2, 
COL1a1, ALP under the influence of osteogenic stimuli was analyzed. To determine 
the level of calcification in cells, we stained the samples with alizarin red and conducted 
spectrophotometric analysis. Several RNA isolation methods were evaluated. 

Results

The most optimal RNA isolation method involves the use of a poly(A) tails. 
Moreover, we developed a protocol for the absorption of calcium from composite 
materials. We noted multidirectional changes in the expression of RUNX2, ALP, and 
COL1A1 genes in cells cultured on coated titanium samples compared to controls. 
The intensity of expression differed depending on the type of coatings; these data 
correlated with the intensity of staining with alizarin. Thus, different types of 
coatings affect the processes of osteogenic differentiation in cells in different ways.

Conclusion

The duration of express diagnostics was 21 days and included the study of gene 
expression of osteodifferentiation markers at a time point of 96 hours and staining 
with alizarin red on day 21 from the start of osteodifferentiation. It has been 
established that polymer coatings affect osteogenic differentiation, however, all 
the studied coatings cannot be recommended for valve prostheses, it is advisable 
to use them to enhance osteogenic processes.

Keywords
Calcium phosphate coatings • Composites • Artificial aortic valves • Aortic valve 
interstitial cells • RUNX2 • Osteogenic differentiation
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Highlights
• The study involves experiments with titanium substrates with various composite coatings. The aim 

of the study was to assess different methods of diagnostics of artificial implant materials and evaluate the 
effect of coatings on osteogenic differentiation in interstitial cells of the human aortic valve.

остеогенную дифференцировку. Установлено, что все исследованные покры-
тия не могут быть рекомендованы для протезов клапанов, их целесообразно 
применять для усиления остеогенных процессов.

Ключевые слова
Кальций-фосфатные покрытия • Композиты • Искусственные аортальные 
клапаны • Интерстициальные клетки аортального клапана • RUNX2 • Остео-
генная дифференцировка
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Введение
На сегодняшний день в мире лидирует смерт-

ность от сердечно-сосудистых заболеваний, среди 
которых третье место занимает кальцинированный 
аортальный стеноз [1]. При аортальном стенозе 
происходит активная кальцификация ткани аор-

тального клапана. На текущий момент единствен-

ный способ продлить жизнь пациенту с аорталь-

ным стенозом – выполнить протезирование клапа-

на сердца [2–5].
В норме аортальный клапан состоит из трех 

створок. Каждая створка включает три слоя: эндо-

телиальные клетки (ЭК), интерстициальные клетки 
(ИК) и снова ЭК. Согласно результатам исследова-

ний, что минерализации подвергаются в основном 
ИК аортального клапана человека [6, 7]. Однако и 
ЭК створок клапана принимают активное участие в 
минерализации [8–11]. 

Минерализация и прогрессирующий фиброз 
клапана схожи с атеросклеротическим процессом. 
Заболевание развивается в несколько этапов: начи-

нается с разрушения эндотелиального слоя, реорга-

низации матрикса клапана, его утолщения, которое 
сопровождается стерильным воспалением, и за-

вершается кальцификацией тканей и потерей эла-

стичности, вследствие чего нарушается кровоток 
и образуется аортальный стеноз с клиническими 
проявлениями [12–16]. Молекулярные основы аор-

тального стеноза изучают давно, при этом понима-

ния, как именно проходит процесс патологической 
кальцификации, пока нет. Ранними молекулярными 
признаками кальцификации зачастую считаются 
активность алкалиновой фосфатазы (ALP) и акти-

вация экспрессии генов, характерных для остеоб-

ластов: RUNX2 и BMP2 [17–19]. Поздним маркером 
становится накопление кальция, которое определя-

ют окраской специфическим красителем – ализари-

новым красным [20].  
Первая замена клапана произведена в 1952 г.

Чарльзом Хуфнагелем – им же разработанным 
протезом [21]. С 1960-х гг. создано до 70 моделей 
искусственных клапанов [22, 23]. Протезы клапа-

нов могут иметь как искусственную, так и биоло-

гическую природу, однако в большинстве клапа-

нов используется металлическая основа, произ-

водимая из титана и его сплавов [24]. С момента 
первой разработки протезы были значительно 
усовершенствованы, что привело к широкому рас-

пространению протезирования аортальных клапа-

нов [25, 26]. Биопротезные и механические кла-

паны имеют различные ограничения (необходи-

мость антикоагулянтной терапии, гемолиз крови, 
небольшой срок службы биологических клапанов 
и прочее) [27]. Это заставляет исследователей ис-

кать возможность обхода данных ограничений и 
рассматривать способы улучшения протезов кла-

панов. Поэтому весьма важным является изучение 
вновь синтезированных, дополнительно обрабо-

танных искусственных материалов, которые были 
бы максимально биосовместимы, не тромбоген-

ны, не имели проостеогенного эффекта в случае 
клапанных протезов, и, возможно, могли бы со-

держать в себе лекарственные препараты.
Материал протезов, помимо того что может 

быть каркасом для адгезии таргетных клеток, мо-

жет оказывать регулирующее влияние на диффе-

ренцировку адгезированных клеток или стимули-

ровать отложение кальциевых депозитов в клетках 
или в уже образованной интиме. В таком случае 
предварительное тестирование перспективных 
материалов in vitro с таргетными клетками (эндо-

телиальные, интерстициальные и т. д.) в отноше-

нии их возможной остеогенной дифференцировки 
и активности, а также управляемой дифференци-

ровки на поверхности материалов представляется 
важной задачей для нужд тканевой инженерии и 
медицинского материаловедения. В данной работе 
изучено взаимодействие интерстициальных кле-

ток аортального клапана с тремя типами образцов 
с различными покрытиями на основе фосфатов 
кальция. 

ИК клапана культивировали на поверхности 
образцов в среде, содержащей индукторы диффе-

ренцировки, и в контрольной среде без факторов 
остеогенной дифференцировки. Экспрессия генов 
– проостеогенных маркеров в экспериментальных 
культурах – оценена методом ПЦР в реальном 
времени. Терминальные стадии дифференциров-

ки (18–21 день) анализировали при помощи окра-

ски ализариновым красным. Эта работа позволила 
установить влияние различных типов покрытий 
на способность клеток вступать в остеогенную 
дифференцировку, а также изучить методику 
проверки потенциальных остеогенных свойств 
композитных материалов и их покрытий. Также 
результаты этих экспериментов позволили ран-

жировать исследуемые образцы по их способно-

сти/неспособности индуцировать и поддерживать 
остеогенную дифференцировку интерстициаль-

ных клеток аортального клапана, что имеет при-

кладное значение для потенциальных разработок 
различных имплантатов.

Список сокращений
ИК – интерстициальные клетки аортального 

клапана человека
ЭК – эндотелиальные клетки аортального 

клапана человека
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импульсов – 200 Гц, длительность импульса – 100 
мкс, время формирования покрытий – 15 мин.

Поверхность образцов группы № 2 представ-

ляла собой композитное покрытие, состоящее из 
пористого кальций-фосфатного слоя, сформиро-

ванного с помощью микродугового оксидирования, 
с последующей пропиткой полимерной матрицей. 
В качестве материала полимерной матрицы ис-

пользовали поли(ε-капролактон) (Mw = 80 000 г/
моль, Sigma, США) и поливинилпирролидон (К-90, 
BASF, Германия). В соотношении 85/15 (по массе) 
готовили раствор полимеров в 1,1,1,3,3,3-гексаф-

торпропан-2-оле (99%, Sigma, США) концентра-

цией 1 масс., %. Раствор готовили в течение 24 ч 
при перемешивании. 500 мкл полученного раство-

ра наносили на одну из сторон титанового диска с 
кальций-фосфатным покрытием. Образцы с нане-

сенным раствором хранили в парах растворителя 
в течение 24 ч для высушивания покрытия. Затем 
образцы переворачивали и нанесение покрытия по-

вторяли со второй стороны. После 24 ч высушива-

ния образцы помещали с вакуумный шкаф VD 115 
(Binder, Германия) при комнатной температуре и 
давлении 0,08 МПа на 12 ч для удаления остаточ-

ного растворителя.
Поверхность образцов группы № 3 представ-

ляла собой композитное покрытие на основе каль-

ций-фосфатного слоя с полимерной матрицей, 
модифицированной в TiN плазме методом магне-

тронного напыления на постоянном токе. Моди-

фицирование образцов заключалось в распылении 
химически чистой (99,99%) мишени из титана (Ti) 
в атмосфере азота (N2). Параметры модификации 
задавались следующими: рабочее давление в ка-

мере 0,7 Па (газ N2 99,99%), сила тока 0,2 А, рас-

стояние от магнетрона до мишени 40 мм, площадь 
магнетрона 240 см2 и время модифицирования 1 
мин. Максимальная температура камеры в течение 
всего процесса составляла 39 °С.

Индукция остеогенной дифференцировки в 
клетках ИК

После культивирования достаточного количе-

ства клеток для эксперимента (около 7 × 104 кле-

ток/см2) клетки 3–5-го пассажа подвергали осте-

огенной дифференцировке. Для этого в клетках, 
предварительно посеянных на искусственные 
материалы, меняли среду, содержащую факторы 
индуцирующие остеогенную дифференцировку: 
DMEM (Gibco, США) с добавлением 10% HyClone 
– Research Grade Fetal Bovine Serum (Cytiva, США), 
2 мМ L-глутамина (Invitrogene, США), 100 ед/мл 
пенициллина/стрептомицина (Invitrogene, США), 
50 мкг/мл аскорбиновой кислоты, 0,1 мкМ дексаме-

тазона и 10 мМ β-глицерофосфата (Sigma, США). 
Для оценки экспрессии генов длительность куль-

тивирования составляла 96 ч с момента индукции, 

Материалы и методы
Клеточные культуры
Для экспериментов использовали ИК аортально-

го клапана человека, полученные из тканей створок 
аортального клапана, которые были предоставле-

ны ФГБУ «НМИЦ им. В.А. Алмазова» Минздрава 
России. Фрагменты аортального клапана извлека-

ли при плановых операциях по замене аортально-

го клапана от пациентов с кальцифицированным 
аортальным стенозом, забор производил медицин-

ский персонал ФГБУ «НМИЦ им. В.А. Алмазова» 
Минздрава России. 

С помощью коллагеназы II типа, растворенной в 
среде для культивирования, происходило разруше-

ние межклеточных связей в ткани клапана (2 мкг/
мл; [28]). В раствор с коллагеназой II помещали 
промытую створку, инкубировали в водяной бане 
(37 °С в течение 15 мин), далее путем механическо-

го встряхивания отделяли ЭК клапана и после суток 
содержания створок клапана в инкубаторе при 37 
°С при 5% СО2 производили механическое разде-

ление ИК, их промывку PBS и посев для дальней-

шего роста на фласк или чашку Петри. Среда для 
культивации состояла из 83% DMEM – Dulbecco`s 
modified Eagle`s medium (Gibco, США), 15% FBS 
– fetal bovin serum (Gibco, США), 1% пенициллин/
стрептомицин (Invitrogene, США), 1% L-глутамин 
(Invitrogene, США). После 2–3 пассажей клетки ис-

пользовали для экспериментов.

Исследуемые образцы
ИК клапана культивировали на поверхности 

трех различных типов образцов. Образцы представ-

ляли собой титановые диски марки ВТ6 (Ti6Al4V) 
диаметром 10 мм и толщиной 1 мм с различными 
покрытиями. На поверхность образцов группы № 
1 методом микродугового оксидирования наносили 
пористое кальций-фосфатное покрытие. Форми-

рование кальций-фосфатных покрытий проведено 
на установке «Комплекс микродугового оксидиро-

вания», разработанной в лаборатории плазменных 
гибридных систем НОЦ Б.П. Вейнберга ИЯТШ 
ТПУ. Перед нанесением покрытий поверхность 
образцов подвергалась химическому травлению в 
водном растворе азотной и плавиковой кислот, взя-

тых в объемных отношениях HNO3 : HF : H2O = 1 : 
2,5 : 2,5, при температуре 15–20 °C в течение 10–15 
сек. с последующей нейтрализацией в 1% водном 
растворе гидроксида натрия и многократной про-

мывкой дистиллированной водой. В качестве элек-

тролита применяли пересыщенный раствор CaO 
(х. ч., ООО «Компонент-Реактив», Россия) в 10% 
растворе H3PO4 с 10 г/л диспергированного ги-

дроксиапатита (х. ч., Fluidinova, Португалия). Па-

раметры процесса микродугового оксидирования 
были следующими: напряжение – 320 В, скорость 
нарастания напряжения – 3 В/с, частота следования 
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для окраски требовалось культивирование в тече-

ние 18–21 дня. Контрольными были клетки, в кото-

рых не запускалась остеогенная дифференцировка. 

Выделение РНК и ПЦР в реальном времени
Уровень экспрессии генов, характерных для 

остеогенной дифференцировки, измеряли с помо-

щью ПЦР в реальном времени. Выделение РНК 
производили через 96 ч после запуска остеодиф-

ференцировки, изучали экспрессию генов RUNX2, 
GAPDH, COL1A1 (с помощью SiberGreen) и ALP (с 
помощью TaqMan).

Выделение РНК из клеток, которые культивиро-

вались на искусственных материалах, происходило 
с помощью магнитных частиц (Dynabeads mRNA 
DIRECT Kit, Invitrogen, США). После подготовки 
магнитных частиц в соответствии с протоколом 
производителя промытые PBS материалы с клет-

ками переносили в новый планшет с лизирующим 
буфером и немного потряхивали, чтобы клетки 
открепились от них. Омыв материалы лизатом из 
лунок данный раствор переносили в новые 1,5 мл 
пробирки, где и производили абсорбцию магнит-

ными частицам по протоколу производителя. Полу-

чив пробу искомой РНК, проверяли ее количество 
и качество на спектрофотометре Nanodrop (Thermo 
Fisher Scientific, США) и в 1,5% агарозном геле на 
электрофоретическом приборе (BioRad, США) при 
силе тока 80мА.

Обратную транскрипцию осуществляли с по-

мощью набора для ревертирования («Евроген», 
Россия), предварительно обрабатывали образцы 
ДНКазой в расчете на одну реакцию: 1 мкг РНК, 1 
ед.а. ДНКазы, 1 мкл 10х буфера с MgCl2 и водой. 
После инкубации (30 мин при 37 °С) действие ДН-

Казы инактивировали 1 мкл ЭДТА (0,5 М, pH 8,0) 
(65 °С в течение 10 мин). В одной реакции обрат-

ной транскрипции задействованы следующие ком-

поненты: выравненное по концентрации РНК до 8 
мкл, 1 мкл рандомных праймеров, 4 мкл 5х буфера 
(First str. buffer), 2 мкл воды из набора, 2 мкл 10 мМ 
нуклеотидтрифосфатов dNTP, 2 мкл 20 мМ дитио-

треитола (DTT) и 1 мкл M-MLV revertase (Moloney 
Murine Leukemia Virus Reverse Transcriptase) 100 
ед.а. обратной транскриптазы. Инкубация в ампли-

фикаторе (Verity, AppliedBiosystems) – 1 ч при 42 °С 
и 10 мин при 70 °С. Приготовленную кДНК храни-

ли при –20 °С.
Экспрессии генов исследовали с помощью ам-

плификатора (LightCycler® 480, Roсhe, Швейца-

рия) PCR-real time для RUNX2, GAPDH, COL1A1 

с помощью красителя SYBR («Евроген», Россия) и 
ALP с помощью TaqMan («Евроген», Россия). Со-

став 1 пробы при использовании SYBR Green: 7 
мкл воды МQ, 0,5 мкл обратного и прямого прайме-

ров, 2,5 мкл 5х буфера с флуоресцентным красите-

лем (qPCRmix-HS SYBR) и 2,5 мкл (разбавленной 

до 100 мкл водой) кДНК матрицы. Состав 1 пробы 
при использовании TaqMan состоял из 7 мкл воды 
МQ, 0,5 мкл специфического зонда, 2,5 мкл буфе-

ра (qPCRmix-HS ROX) и 2,5 мкл (разбавленной 
до 100 мкл водой) кДНК матрицы. Анализ прово-

дили в установке 7 500 Real-TimePCRSystem (Life 
Technologies, США) в 96-луночных оптических 
платах (Applied Biosystems, США) по следующему 
протоколу: 5 мин при 95 ºС, 45 повторяющихся ци-

клов – 15 сек. при 95 ºC, 30 сек. при 60 ºC и 30 сек. 
при 70 ºС, завершался процесс этапом проверки 
специфичности ПЦР продукта. 

Обработку данных экспрессии проводили с 
помощью 2–ΔΔC

T метода, в модификации «относи-

тельное околичествление» и относительно «гена 
домашнего хозяйства» GAPDH. Для анализа экс-

прессии генов в работе использовали праймеры, 
полученные в компании «Синтол» (Россия). После-

довательности праймеров могут быть предоставле-

ны по запросу.

Окраска ализариновым красным и спектро-

фотометрическая оценка
Подтверждали произошедшую остеогенную 

дифференцировку окрашиванием ализариновым 
красным – Alizarin Red (Sigma, США), который 
прочно связывается с кальцификатами [20]. Окра-

ску производили на 19–21-й день остеодифферен-

цировки. После окрашивания клеток на образцах 
из искусственных материалов оценку количества 
кальцификатов проводили с помощью спектраль-

ного сканирования с функциями спектрофотоме-

трии на мультимодальном ридере Thermo Scientific 
Varioskan LUX (Финляндия, США). Для этого окра-

шенные кальцификаты растворяли в 10% уксусной 
кислоте и полученный раствор измеряли на спек-

трофотометре, откалиброванном на 426 нм. В ка-

честве контроля использовали уровень абсорбции 
уксусной кислоты. Обработку данных производили 
с помощью Microsoft Excel, GraphPad Prism.

Анализ данных
Обработку данных, полученных методом ПЦР 

в реальном времени, производили с помощью 
программ Microsoft Excel (расчеты, таблицы) и 
GraphPad Prism (таблицы, графики). Результаты 
представлены в виде среднего значения биологи-

ческих и технических повторов. Указаны ошибки 
среднего значения для каждого проанализирован-

ного образца.

Информация о соблюдении этических норм 
при проведении исследования

Протоколы клинических исследований утверж-

дены комитетом по этике ФГБУ «НМИЦ им. В.А. 
Алмазова» Минздрава России и соответствовали 
принципам Хельсинкской декларации ВМА пере-
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смотра 2013 г. От всех пациентов получено пись-

менное информированное согласие на участие в 
генетическом исследовании и биопсию ткани.

Результаты
Исследованные образцы разнонаправленно 

влияют на интенсивность остеогенной дифферен-

цировки в ИК в зависимости от типа покрытия
Для оценки влияния кальций-фосфатных по-

крытий на индукцию остеогенных процессов ИК 
культивировали на трех разных типах образцов в 
контрольных условиях и в условиях остеогенной 
дифференцировки. Образцы групп № 2 и № 3, с ком-

позитным покрытием с полимерной матрицей, по-

казали меньшую концентрацию соединений каль-

ция в клетках, в отличие от образцов группы № 1, 
в которых отмечена большая кальцификация даже 
в клетках, не подвергнутых остеогенной стимуля-

ции (рис. 1). Последнее, по-видимому, обусловле-

но отсутствием на образцах группы № 1 верхнего 

полимерного слоя, препятствующего выходу ионов 
кальция и фосфора из покрытия, нанесенного мето-

дом микродугового оксидирования. Эти ионы спо-

собствуют запуску процесса кальцификации.

Все исследованные образцы влияют на экс-

прессию генов маркеров остеогенной дифферен-

цировки RUNX2, ALP, COL1A1
RUNX2 – классический общепринятый маркер 

остеогенной дифференцировки [14]. Его экспрес-

сия снижена в ИК при культивировании на по-

верхности образцов группы № 3, другие группы 
образцов показали рост экспрессии по сравнению 
с недифференцированным контролем. ALP (алкали-

новая фосфатаза) – ранний маркер кальцификации. 
Образцы групп № 2 и № 3 продуцировали его низ-

кую экспрессию по сравнению с группой № 1, од-

нако по сравнению с контрольными клетками экс-

прессия была выше. Повышенная экспрессия гена 
COL1A1, отвечающего за образование коллагена 

1-го типа (α1), прослежива-

лась в клетках соедини-

тельной ткани, в том числе 
в костях, сухожилиях и т. д. 
Для образцов групп № 1 и 
№ 3 наблюдалась обратная 
зависимость экспрессии в 
индуцированных и не инду-

цированных к остеогенной 
дифференцировке клетках 
по сравнению с контролем. 
Пониженные значения экс-

прессии имели образцы 
группы № 2 (рис. 2).

Обобщая полученные 
данные, можно сделать сле-

дующие выводы: образцы 
группы № 1, по сравнению 
с другими группами, превы-

шали данные контрольных 
клеток относительно индук-

ции остеогенной дифферен-

цировки и экспрессии проо-

стеогенных генов, соответ-

ственно, этот тип образцов 
больше стимулировал осте-

огенную дифференцировку. 
Образцы групп № 2 и № 3 
менее остеогенны. Более 
ровную динамику экспрес-

сии генов показали образцы 
группы № 3, но наименьшее 
количество кальцификатов 
выявлено на образцах груп-

пы № 2. Несмотря на раз-

нонаправленные изменения 
экспрессии генов, данные 

Рисунок 2. Уровень экспрессии генов маркеров остеогенной дифференцировки RUNX2, 
ALP, COL1A1 по данным спектрофотометра 

Figure 2. Expression level of osteogenic differentiation markers RUNX2, ALP, COL1A1 

Примечание: К – контрольные клетки без индукции остеогенной дифференцировки 
(ОД); ОД – контрольные клетки с индукцией ОД (клетки на всех материалах выращивали 
в среде с индукцией и без индукции ОД); № 1 К и ОД – клетки, выращенные на образцах 
группы № 1; № 2 К и ОД – клетки, выращенные на образцах группы № 2; № 3 К и ОД – 
клетки, выращенные на образцах группы № 3. 

Note: C – control cells without induction of osteogenic differentiation (OD); OD – control cells with 
induction of OD (cells on all materials were grown in an environment with induction and without 
induction of OD); No. 1 C and OD – respectively, cells grown on sample group No. 1; No. 2 C and 
OD –cells grown on sample group No. 2; No. 3 C and OD – cells grown on sample group No. 3.

Рисунок 1. Интенсивность окраски ализариновым 
красным по данным спектрофотометра 

Figure 1. Alizarin red color intensity, spectrophotometer 
data

Примечание: К – контрольные клетки без индукции 
остеогенной дифференцировки (ОД); ОД – контрольные 
клетки с индукцией ОД (клетки на всех материалах 
выращивали в среде с индукцией и без индукции ОД); 
№ 1 К и ОД – клетки, выращенные на образцах группы 
№ 1; № 2 К и ОД – клетки, выращенные на образцах 
группы № 2; № 3 К и ОД – клетки, выращенные на 
образцах группы № 3; укс. к-та – уксусная кислота.

Note: C – control cells without induction of osteogenic 
differentiation (OD); OD – control cells with induction of 
OD (cells on all materials were grown in an environment 
with induction and without induction of OD); No. 1 C 
and OD – respectively, cells grown on sample group No. 
1; No. 2 C and OD – cells grown on sample group No. 
2; No. 3 C and OD – cells grown on sample group No. 3.
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коррелируют с интенсивностью окраски ализарино-

вым красным. 

Обсуждение
Результаты эксперимента показали, что исследу-

емые образцы запускают процесс кальцификации. 
В исследовании убедительно продемонстрирова-

но, что образцы с кальций-фосфатным покрытием 
(группа № 1) способствуют образованию кальцифи-

катов. Меньшая концентрация соединений кальция 
в клетках у образцов с дополнительной пропиткой 
полимерной матрицей (группа № 2) и у композитных 
покрытий, модифицированных в TiN плазме (группа 
№ 3), а также снижение экспрессии RUNX2 в ИК 
у образцов группы № 3 свидетельствуют о влиянии 
полимерной матрицы, которая препятствует выходу 
кальция и фосфора из покрытий. При этом обработ-

ка поверхности образцов в TiN плазме (группа № 3) 
улучшала клеточный отклик, что, по-видимому, об-

условлено изменением элементного состава припо-

верхностного слоя и его смачиваемости. Однако сле-

дует отметить, что эффект от плазменной обработки, 
который в зависимости от полимера и условий обра-

ботки длится от нескольких недель до двух месяцев, 
пропадает. Последнее связано с адсорбцией молекул 
и загрязняющих веществ, таких как вода из атмос-

феры. Кроме того, со временем полимерный слой 
растворится и процесс кальцификации также будет 
запущен. Таким образом, полимерная матрица мо-

жет отсрочить процесс кальцификации, но не пре-

пятствует его появлению.

Заключение
На основании вышеизложенного можно сделать 

вывод, что все исследуемые покрытия не могут 
быть рекомендованы для протезов клапанов, их 
целесообразно применять для усиления остеоген-

ных процессов. Однако представленный метод по-

зволяет в 21-дневный срок определить потенцию 
композитного материала к индукции остеогенных 
свойств клеток.
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Основные положения
• Число операций коронарного шунтирования в России в 2021 г. оставалось ниже показателя 2019 г.
• Наилучшая территориальная доступность операций на «открытом» сердце отмечена в При-

волжском федеральном округе.
• Не выявлено зависимости количества выполняемых операций на «открытом» сердце от мощ-

ности медицинской организации.

ДИНАМИКА ОПЕРАЦИЙ КОРОНАРНОГО ШУНТИРОВАНИЯ В НЕКОТОРЫХ 
ФЕДЕРАЛЬНЫХ ОКРУГАХ РОССИЙСКОЙ ФЕДЕРАЦИИ В 2019–2021 ГОДАХ

Цель
Изучение динамики числа и результатов операций коронарного шунтирова-
ния (КШ) в России за период 2019–2021 гг. на примере Центрального, При-
волжского и Северо-Кавказского федеральных округов.

Материалы 
и методы

Использованы данные официальной статистики, утвержденной Министер-
ством здравоохранения Российской Федерации (форма статистического на-
блюдения № 14), информация Росстата и ФГБУ «НМИЦ ССХ им. А.Н. Баку-
лева» Минздрава России, официальные статистические данные Организации 
экономического сотрудничества и развития об объемах выполненных КШ, 
данные литературы. Учитывая демографические особенности регионов, чис-
ло операций рассчитывали на 100 тыс. населения. 

Результаты

В изучаемых субъектах РФ общее число операций КШ в 2020 г. сократилось на 
18,7% (с 9 739 в 2019 г. до 7 918 в 2020 г.). В 2021 г. наметился рост числа операций 
прямой реваскуляризации миокарда на 8,6% по отношению к 2020 г., однако по 
сравнению с 2019 г. этот показатель остается ниже на 11,7% (число операций КШ 
в расчете на 100 тыс. населения за наблюдаемые периоды составило в среднем 
24,6 ± 18,6, 21,0 ± 16,2 и 22,9 ± 17,8 соответственно. При этом количество опера-
ций на «открытом» сердце не зависело от мощности медицинской организации. 
Проведенный анализ также показал, что в 2020 г. средняя летальность при вы-
полнении КШ по сравнению 2019 г. увеличилась на 5,6% (с 1,8 ± 1,5 до 1,9 ± 1,6).

Заключение
В 2020 г. в Центральном, Приволжском и Северо-Кавказском федеральных округах 
России в среднем на 18,7% снизилось число плановых КШ по сравнению с 2019 г., 
с незначительной положительной динамикой в последующие годы. Одной из наи-
более вероятных причин является пандемия новой коронавирусной инфекции.

Ключевые слова Ишемическая болезнь сердца • Коронарное шунтирование • Коронавирусная 
инфекция
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Highlights
• The number of coronary bypass surgeries in the Russian Federation in 2021 has remained below the 

2019 indicator.
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Введение
Болезни системы кровообращения (БСК) оста-

ются основной причиной смертности и роста рас-

ходов на здравоохранение. Смертность населения 
Российской Федерации от БСК в структуре общей 
смертности составляет более 50% [1]. С начала 
2000-х гг. смертность от БСК в РФ к 2018 г. снизи-

лась почти в два раза, смертность от ишемической 
болезни сердца (ИБС) – на 45,8%, смертность от 
цереброваскулярных заболеваний – на 60,1% [1, 2]. 

Однако, по данным прогноза группы ученых из 
Американской ассоциации кардиологов, распро-

страненность только отдельно взятой ИБС к 2030 г. 
увеличится на 9,3%, а прямые медицинские затра-

ты возрастут на 198% по сравнению с таковыми по 
состоянию на 2010 г. [3]. Распространенность числа 
случаев сердечно-сосудистых заболеваний (ССЗ) в 
мире почти удвоилась (с 271 млн в 1990 г. до 523 
млн в 2019 г.), а число смертей от ССЗ возросло с 
12,1 млн в 1990 г. до 18,6 млн в 2019 г. [4].

Медикаментозная терапия является эффектив-

ным методом лечения на разных этапах развития бо-

лезни, однако в определенных ситуациях становится 
бесперспективной при развитии органических по-

вреждений сердца и сосудов. Своевременно выпол-

ненная реваскуляризации миокарда в большинстве 
случаев может не только спасти жизнь больного в 
краткосрочной перспективе, но и значительно повы-

сить ее качество и отдаленный прогноз [5].
Коронарное шунтирование (КШ) остается од-

ной из наиболее часто выполняемых хирургиче-

ских процедур во всем мире и, безусловно, наибо-

лее тщательно изученной. За более чем полувеко-

вую историю хирургическое лечение ИБС обога-

тилось опытом вмешательств при изолированном 
поражении коронарных сосудов, что существенно 
расширило возможности лечения больных с ос-

ложненными формами [6]. Однако за эти годы су-

щественно изменился профиль пациентов, подвер-

гающихся кардиохирургическому вмешательству. 

Aim
To study the changes in the number and outcomes of coronary artery bypass 
surgeries in the Russian Federation during 2019–2021 on the example of the 
Central, Volga and North Caucasus Federal Districts.

Methods

We used data from the following sources: official statistics published by the Ministry 
of Health of the Russian Federation (Statistics Form No. 14); data published by 
Federal State Statistics Service; data on patients from “A.N. Bakulev National 
Research Center for Cardiovascular Surgery”; official statistics published by the 
Organization for Economic Co-operation and Development; and the available 
literature data. Taking into account the demographic characteristics of the regions, 
we calculated the number of surgeries per 100.000 citizens.

Results

The total number of CABG decreased by 18.7% in 2020 (from 9 739 in 2019 tо 7918 
in 2020) in the studied subjects of the Russian Federation. There was an increase 
in the number of direct myocardial revascularization in 2021 by 8,6% compared to 
2020. However, this index was still 11.7% lower as compared to 2019. The number 
of CABG per 100,000 population in the regions was 24,6 ± 18,6; 21,0 ± 16,2 and 
22,9 ± 17,8 in these years, respectively. At the same time, it should be noted that the 
decrease in the number of open-heart surgeries did not depend on the capacity of 
medical organization. The analysis also showed that in 2020, the average mortality 
rate during CABG increased by 5.6% compared to 2019 (from 1.8 ± 1.5 to 1.9 ± 1.6). 

Conclusion
In 2020, the number of planned coronary artery bypass surgeries in the Central, 
Volga and North Caucasus Federal Districts of the Russian Federation decreased 
by 18,7% on average compared to 2019 with a slight positive trend in subsequent 
years. One of the most likely reasons is coronavirus disease pandemic.

Keywords Coronary artery disease • Coronary artery bypass grafting • Coronavirus infection. 
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• The highest territorial accessibility of open-heart surgery is noted in the Volga Federal District.
• There number of open-heart surgeries performed does not depend on the capacity of the medical 

organization.
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КШ – коронарное шунтирование
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Сегодня пациенты, направляемые на КШ, имеют 
более зрелый возраст, отягощены рядом сопутству-

ющих заболеваний, нередко требующих более од-

ного хирургического вмешательства [7].
В мировой практике наметилась тенденция со-

кращения числа операций КШ с достижением ста-

бильного уровня в последние годы. В то же время 
количество эндоваскулярных вмешательств на ко-

ронарных артериях резко возросло, а охват паци-

ентов расширился. Случаи сложных поражений 
венечных сосудов, которые до недавнего времени 
считались строго прерогативой КШ, в настоящее 
время все чаще рассматриваются в аспекте анги-

опластики и стентирования коронарных артерий. 
Кроме того, в эру стентов все чаще используется 
так называемое агрессивное повторное эндоваску-

лярное вмешательство с имплантацией нескольких 
стент-графтов [8]. Во многих экономически разви-

тых странах соотношение чрескожных коронарных 
вмешательств и КШ превысило 4:1 [9]. В большин-

стве европейских стран за период 2010–2019 гг. 
также отмечена единая тенденция снижения числа 
операций КШ в расчете на 100 тыс. населения при 
одновременном росте количества эндоваскулярных 
вмешательств [10]. 

В России, напротив, наблюдался рост числа опе-

раций прямой реваскуляризации миокарда – с 22,3 
в 2010 г. до 27,5 на 100 тыс. населения в 2019 г. Па-

раллельно с этим продолжается экспонентный рост 
числа эндоваскулярных вмешательств на коронар-

ных артериях [4, 11]. В Северной Америке выяв-

лена принципиально другая динамика: для США 
характерно существенное снижение как КШ, так и 
чрескожных коронарных вмешательств, для Кана-

ды – снижение КШ при отсутствии изменений чис-

ла чрескожных коронарных вмешательств на 100 
тыс. населения [11, 12]. 

В большинстве стан мира резкое снижение ко-

личества операций на «открытом» сердце и КШ в 
частности произошло в 2020 г. на фоне пандемии 
COVID-19 [13–16]. Это нашло подтверждение в ре-

зультатах, полученных из базы данных Общества 
торакальных хирургов (STS). Из восьми основных 
кардиохирургических вмешательств, для которых 
были разработаны модели коррекции риска, доля 
операций изолированного КШ продолжает состав-

лять более 70%, за исключением снижения в 2020 г.,
что, вероятно, отражает последствия пандемии 
COVID-19 [17]. 

Таким образом, на фоне оптимизации кардио-

хирургической помощи пандемия новой коронави-

русной инфекции внесла существенные корректи-

вы не только в количество операций на «открытом» 
сердце, но и систему здравоохранения в целом.  

Цель исследования – изучение динамики чис-

ла и результатов КШ, выполненных в медицинских 
организациях Центрального, Приволжского и Се-

веро-Кавказского федеральных округов за период 
2019–2021 гг.

Материалы и методы
Использованы данные официальной статисти-

ки, утвержденной Министерством здравоохране-

ния Российской Федерации (форма статистическо-

го наблюдения № 14), информация Росстата [2] и 
ФГБУ «НМИЦ ССХ им. А.Н. Бакулева» Минздрава 
России [12]. Всего проанализированы результаты 
хирургического лечения ИБС в 23 субъектах Рос-

сийской Федерации в 2019–2021 гг. 
Учитывая демографические особенности реги-

онов, число операций КШ в изучаемых регионах 
рассчитывали на 100 тыс. населения. Данные о чис-

ле КШ за период 2019–2021 гг. в других странах, 
включая США и Европу, получены из литературы 
или материалов официальной статистической от-

четности Организации экономического сотрудни-

чества и развития [10]. Среднегодовые результаты 
рассчитаны как среднеарифметический показатель 
без учета стандартизации населения и имеют ори-

ентировочное значение.

Результаты 

Проведен анализ количества операций на «от-

крытом» сердце в Центральном (за исключением 
Москвы), Приволжском и Северо-Кавказском фе-

деральных округах за период 2019–2021 гг. Из 38 
регионов в 23 (60,5%) выполняют хирургические 
вмешательства в объеме прямой реваскуляризации 
миокарда по поводу ИБС (КШ). 

Изучение форм и видов медицинской деятель-

ности показало неравномерное обеспечение субъ-

ектов Российской Федерации медицинскими орга-

низациями, оказывающими медицинскую помощь 
по профилю «кардиохирургия», и их мощностями в 
расчете на численность населения – как эквивалент 
неравномерного распределения финансирования 
данного вида медицинской помощи. 

Преобладающая часть субъектов Приволжско-

го федерального округа (92,8%) располагают ме-

дицинскими организациями, стационары которых 
осуществляют высокотехнологические вмеша-

тельства (операции на «открытом» сердце): ФГБУ 
«ФЦССХ» Минздрава России (г. Пенза), ФГБУ 
«ФЦССХ» имени С.Г. Суханова» Минздрава Рос-

сии (г. Пермь), ГБУЗ «Республиканский кардио-

логический центр» Минздрава Республики Баш-

кортостан, ГБУЗ Нижегородской области «Специ-

ализированная кардиохирургическая клиническая 
больница имени академика Б.А. Королёва», ГБУЗ 
«Самарский областной клинический кардиологи-

ческий диспансер им. В.П. Полякова», ГАУЗ «Ме-

жрегиональный клинико-диагностический центр» 
Республики Татарстан, ГБУЗ «Кировская област-

ная клиническая больница», ГАУЗ «Оренбургская 



86 Коронарное шунтирование в России в 2019–2021 гг.

Владимирского», ГБУЗ Тверской области «Област-

ная клиническая больница» и ОБУЗ «Ивановская 
областная клиническая больница». 

В Северо-Кавказском федеральном округе из 7 
субъектов РФ операции на «открытом» сердце вы-

полняют в 4 (57,1%): БУЗ «Ставропольская крае-

вая клиническая больница», ФГБУ «Северо-Кав-

казский многопрофильный медицинский центр» 
Минздрава России (г. Беслан), ГБУ Республики 
Дагестан «Научно-клиническое объединение «Да-

гестанский центр кардиологии и сердечно-сосуди-

стой хирургии» и РГБ ЛПУ «Карачаево-Черкесская 
республиканская клиническая больница».

Проведенный анализ динамики количества КШ 
показал, что в 2020 г. число операций снизилось по 
сравнению с 2019 г. в среднем на 18,7% (с 9 739 в 
2019 г. до 7 918 в 2020 г.) или в среднем с 442,7 ± 
426,2 до 359,9 ± 311,7) (табл. 1). 

областная клиническая больница», ГУЗ «Област-

ной клинический кардиологический диспансер» (г. 
Саратов), БУЗ «Республиканский клинико-диагно-

стический центр Минздрава Удмуртской Республи-

ки», БУ «Республиканский кардиологический дис-

пансер» Минздрава Чувашской Республики, ГБУЗ 
«Мордовская республиканская центральная клини-

ческая больница» и ГУЗ «Ульяновская областная 
клиническая больница». 

Из 17 регионов Центрального федерального 
округа операции на «открытом» сердце выполняют 
в 6 (35,3%): ГБУЗ Воронежской области «Област-

ная клиническая больница № 1», ОГБУЗ «Белго-

родская областная клиническая больница Святи-

теля Иоасафа», ГБУЗ Ярославской области «Об-

ластная клиническая больница», ГБУЗ Московской 
области «Московский областной научно-иссле-

довательский клинический институт имени М.Ф. 

Таблица 1. Динамика операций коронарного шунтирования за период 2019–2021 гг. 
Table 1. Changes in the number of coronary artery bypass surgeries for the period of 2019–2021

№ Наименование субъекта РФ / 
The subject of the Russian Federation

2019 2020 2021

n Летальность 
/ Mortality, % n Летальность 

/ Mortality, % n Летальность / 
Mortality, %

1 Белгородская область / Belgorod region 312 2,2 229 1,8 239 2,9

2 Воронежская область / Voronezh Region 502 1,4 401 2,0 404 1,2

3 Ивановская область / Ivanovo region 168 4,8 113 4,4 75 2,7

4 Московская область / Moscow region 270 3,0 264 3,4 299 1,3

5 Тверская область / Tver region 182 1,7 114 0,0 138 1,5

6 Ярославская область / Yaroslavl region 278 2,9 195 2,6 245 2,0

7
Республика Северная Осетия – Алания / 
Republic of North Ossetia–Alania 204 1,7 161  1,2  212 0,9

8 Республика Дагестан / Republic of Dagestan 6 0,0 53 0,0 137 0,0

9 Ставропольский край / Stavropol territory 465 6,2 335 5,7 369 5,4  

10
Республика Башкортостан / Republic of 
Bashkortostan 1 616 0,6 1 087 1,3 1 003 1,3

11 Республика Мордовия / Republic of Mordovia 60 1,7 84 4,8 86 4,7

12 Республика Татарстан / Republic of Tatarstan 597 1,0 442 0,9 442 1,4

13 Чувашская Республика / Chuvash Republic 117 1,7 82 1,2 155 1,3

14 Удмуртская Республика / Udmurt Republic 170 1,8 178 1,1 176 1,1

15 Пензенская область / Penza region 1 111 0,4 1 038 0,4 1 103 0,5

16 Пермский край / Perm Region 1 276 2,7 944 4,0 1 111 0,8

17 Кировская область / Kirov region 404 1,5 383 0,3 438 1,4

18
Нижегородская область / Nizhny Novgorod 
region 

745 2,4 484 2,3 628 2,6

19 Оренбургская область / Orenburg region 320 0,0 346 2,9 277 0,7

20 Самарская область / Samara region 694 0,7 630 0,8 663 1,1

21 Саратовская область / Saratov region 174 1,7 215 1,4 251 3,6

22 Ульяновская область / Ulyanovsk region 68 0,0 140 0,0 151 0,0

Σ 9 739 – 7 919 – 8 602 –

M 442,7 1,8 359,9 1,9 391,0 1,7

 σ 421,0 1,5 308,0 1,6 318,8 1,4

Примечание: Σ – сумма; n – количество вмешательств; М – среднее значение; σ – среднее стандартное отклонение. 
Note: Σ – total; n – number of interventions; M – mean; σ – standard deviation.
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Данные РГБ ЛПУ «Карачаево-Черкесская ре-

спубликанская клиническая больница» исключены 
из анализа из-за незначительных объемов выполня-

емых операций КШ.
В 2021 г. отмечено увеличение на 8,6% средне-

го значения количества операций (в целом по ре-

гионам) в сравнении с 2020 г. (с 359,9 в 2020 г. до 
391,0 в 2021 г.). Однако по сравнению с исходным 
значением 2019 г. этот показатель остается ниже в 
среднем на 11,7% (см. табл. 1). 

В региональных медицинских организациях, 
выполнявших в 2019 г. более 500 прямых реваску-

ляризаций миокарда, снижение числа вмешательств 
в 2020 г. составило в среднем 24,6%. Из них в Во-

ронежской области снижение количества операций 
КШ составило 20,1%, в Республике Башкортостан – 
32,7%, в Республике Татарстан – 26,0%, в Пермском 
крае – 26,0%, в Нижегородской, Самарской и Пен-

зенской областях – 35,0, 9,2 и 6,6% соответственно.  
Из трех региональных медицинских организа-

ций, выполнявших в 2019 г. более 300 операций 
КШ, снижение числа вмешательств составило в 
среднем 19,9%. Из них в Белгородской и Кировской 
областях снижение числа вмешательств составило 
26,6 и 5,2% соответственно, в Ставропольском крае 
– 27,9%. В то же время в Оренбургской области в 
2020 г. число операций КШ увеличилось по сравне-

нию с 2019 г. на 8,2% (с 320 до 346). 
Из 7 субъектов Российской Федерации, в кото-

рых было проведено более 100 КШ, в 6 снижение 
хирургических вмешательств составило в сред-

нем 26,4% (Ивановская область – 32,7%, Москов-

ская область – 2,2%, Республика Северная Осетия 
– Алания – 21,1%, Тверская область – 37,4%, Чу-

вашская Республика и Ярославская область – по 
29,9%). В двух регионах Приволжского федераль-

ного округа (Удмуртская Республика и Саратовская 
область) число операций в 2020 г. увеличилось на 
4,7 и 23,6% соответственно. В регионах, где по 
состоянию на 2019 г. выполнялось менее 100 опе-

раций КШ (Республика Мордовия и Ульяновская 
область), в отличие от других субъектов РФ увели-

чение числа хирургических вмешательств в 2020 г. 
составило 40,0 и 105,9% соответственно. В Респу-

блике Дагестан число выполненных КШ в 2020 г. 
увеличилось почти в 9 раз. 

Следует отметить, что на фоне преимуществен-

ного снижения числа операций КШ в анализиру-

емых регионах периоперационная летальность в 
2020 г. возросла по сравнению с 2019 г. на 5,6% (с 
1,8 ± 1,5 до 1,9 ± 1,6). Подробный анализ результа-

тов вмешательств показал, что максимальное уве-

личение периоперационной летальности в 2020 г.
отмечено в Республике Мордовия (в 2,8 раза), в 
Пермском крае (на 48,1%) и в Воронежской обла-

сти (на 42,8%). В Оренбургской области периопе-

рационная летальность возросла с 0,0 до 2,9%.

Учитывая различную мощность отделений кар-

диохирургии, а также перепрофилирование коеч-

ного фонда для лечения больных новой корона-

вирусной инфекцией или временное прекращение 
плановой хирургической деятельности за период 
2019–2020 гг., проанализирована динамика выпол-

нения КШ в расчете на 100 тыс. населения (табл. 2). 
Данные Московской области, Республики Даге-

стан и Карачаево-Черкесской Республики исключе-

ны из анализа из-за низких показателей числа опе-

раций КШ в расчете на 100 тыс. населения.
В анализируемых субъектах РФ в 2019 г. число 

КШ в среднем составило 24,6 ± 18,6 на 100 тыс. на-

селения (от 5,5 в Ульяновской области до на 85,1 в 
Пензенской области). В 2020 г. число операций КШ 
снизилось на 14,6% (c 24,6 ± 18,6 до 21,0 ± 16,2 на 
100 тыс. населения). В 2021 г. наблюдалось увели-

чение числа шунтирований коронарных артерий в 
среднем на 9,0% (до 22,9 ± 17,8 на 100 тыс. населе-

ния). Однако по сравнению с исходным значением 
показатель был ниже на 6,9%. 

Снижение числа операций КШ на 30% (в рас-

чете на 100 тыс. населения) и более отмечено в 
Ивановской, Нижегородской областях, а также в 
Республиках Башкортостан и Татарстан. Необхо-

димо отметить, что на фоне снижения объема опе-

раций прямой реваскуляризации миокарда в целом 
в изучаемых регионах в Республике Мордовия, 
Оренбургской, Саратовской, Ульяновской областях 
и Ставропольском крае в 2020 г. наблюдалось их 
увеличение. 

Обсуждение
В России на вариабельность числа кардиохи-

рургических вмешательств оказывают влияние 
демографические особенности региона. Кроме это-

го, важное значение имеют ресурсные возможно-

сти медицинских организаций, организационные 
особенности системы здравоохранения субъекта, 
клинические особенности и социально-экономи-

ческий статус пациентов, уровень квалификации 
специалистов, их приверженность клиническим 
рекомендациям [12]. Проведенный нами анализ по-

казал, что, несмотря на текущую потребность, фи-

нансирование необходимого количество операций 
на «открытом» сердце в изучаемых регионах РФ 
обеспечивается неравномерно. 

Пандемия COVID-19 в 2020 г. привела к зна-

чительному сокращению кардиохирургических 
операций во всем мире. Согласно исследованию, в 
котором приняли участие 60 кардиохирургических 
центров, в среднем снижение числа «открытых» 
операций на сердце составило 50–75%. Большин-

ство медицинских организаций отказались от ока-

зания плановой медицинской помощи, ограничив-

шись выполнением неотложных операций. Важно 
отметить, что подобная тенденция одинаково про-
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слеживалась в отделениях и центрах сердечно-со-

судистой хирургии с высоким и низким объемом 
выполняемых вмешательств [18–20]. 

Согласно материалам официальной статистиче-

ской отчетности Организации экономического со-

трудничества и развития [10], практически во всех 
странах Европы (исключая Данию, Финляндию и 
Ирландию) в 2020 г. количество операций КШ в 
расчете на 100 тыс. населения снизилось по срав-

нению с 2019 г. в среднем на 14,0%. При этом опре-

делены стабильно высокие ежегодные показатели 
удельного количества прямых реваскуляризаций 
миокарда в таких странах, как Германия, Бельгия, 
Дания, Франция, Литва и Нидерланды.

По сравнению с 2019 г. в апреле 2020 г. объемы 
кардиохирургических вмешательств в Ирландии и 
Франции снизились на 51 и 57% соответственно. 
Снижение числа операций было связано с такими 
факторами, как меньшее число обращений паци-

ентов в больницу из-за риска заражения корона-

вирусной инфекцией, ограничение возможностей 
диагностики сердечно-сосудистых заболеваний, 
сокращение плановых операций, а также нехватка 
персонала в специализированных стационарах и 

коек в отделениях реанимации и интенсивной те-

рапии [13, 19, 22]. 
По данным базы центров, входящих в исследо-

вательскую сеть TriNetX (Кембридж, штат Масса-

чусетс) и данных центров в штатах среднеатлан-

тического региона США, число операций КШ в 
2020 г. по сравнению с 2019 г. сократилось на 35,5 
и 53,0% соответственно. Кроме того, среди пациен-

тов, перенесших КШ на фоне пандемии COVID-19, 
вероятность неблагоприятных клинических исхо-

дов была значительно выше по сравнению с тако-

вой в 2019 г. [14, 20]. 
Кроме того, в результате многочисленных иссле-

дований показано, что различия в количестве эн-

доваскулярных и хирургических вмешательств на 
коронарных артериях в странах мира обусловлены 
целым рядом факторов, требующих дополнительно-

го изучения. Так, в некоторых из них показано, что 
пандемия создала чрезвычайную нагрузку на потен-

циал системы здравоохранения США и привела к 
значительным потерям медицинского персонала. В 
середине января 2022 г. одна из каждых пяти боль-

ниц в США испытывала острую нехватку медицин-

ских сотрудников различных специальностей [21]. 

Таблица 2. Число операций коронарного шунтирования на 100 тыс. населения в 20 регионах Российской Федерации в 2019–
2021 гг.
Table 2. The number of coronary artery bypass surgeries per 100 000 population in 20 regions of the Russian Federation in 2019–2021

№ Наименование субъекта РФ / The subject of the Russian Federation 2019 2020 2021

1 Белгородская область / Belgorod region 20,1 14,9 15,6

2 Воронежская область / Voronezh Region 21,6 17,4 17,7

3 Ивановская область / Ivanovo region 16,8 11,6 7,7

4 Тверская область / Tver region 14,4 9,2 11,2

5 Ярославская область / Yaroslavl region 22,2 15,7 20,0

6 Республика Северная Осетия – Алания / Republic of North Ossetia–Alania 29,3 23,2 30,8

7 Ставропольский край / Stavropol territory 16,7 21,1 15,7

8 Республика Башкортостан / Republic of Bashkortostan 45,8 31,6 32,8

9 Республика Мордовия / Republic of Mordovia 7,6 10,8 11,2

10 Республика Татарстан / Republic of Tatarstan 22,7 15,8 16,8

11 Чувашская Республика / Chuvash Republic 9,6 6,8 12,9

12 Удмуртская Республика / Udmurt Republic 11,3 11,9 11,8

13 Пензенская область / Penza region 85,1 80,4 85,6

14 Пермский край / Perm Region 49,1 36,4 43,5

15 Кировская область / Kirov region 32,0 30,6 35,5

16 Нижегородская область / Nizhny Novgorod region 23,3 15,2 20,0

17 Оренбургская область / Orenburg region 16,4 17,8 14,5

18 Самарская область / Samara region 35,8 27,4 31,3

19 Саратовская область / Saratov region 7,2 9,0 10,6

20 Ульяновская область / Ulyanovsk region 5,5 11,5 12,5

 М 24,6 21,0 22,9

 σ 18,6 16,2 17,8

Примечание: n – количество вмешательств; М – среднее значение; σ – среднее стандартное отклонение. 
Note: n – number of interventions; M – mean; σ – standard deviation.
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По всей вероятности, нехватка персонала способ-

ствовала сокращению доступа к оказанию кардио-

хирургической помощи (т. е. отмене или отсрочке 
необходимой высокотехнологической помощи), что 
в свою очередь явилось причиной увеличения забо-

леваемости и смертности от БСК [21, 22]. 
Особый интерес вызывает тот факт, что в стра-

нах Северной Америки (США, Канада) в послед-

ние годы наблюдается снижение числа эндоваску-

лярных процедур и хирургических вмешательств 
на коронарных артериях и это обстоятельство об-

условлено целым рядом факторов, включая возрас-

тающую роль медикаментозного лечения, требую-

щих дополнительного изучения [12]. 
В исследуемых субъектах РФ снижение количе-

ства операций на «открытом» сердце также объяс-

няется предпринятыми противоэпидемическими 
мерами, направленными на ограничение заболе-

ваемости новой коронавирусной инфекцией. Так, 
в Воронежской области и Чувашской Республике 
коечный фонд отделений кардиохирургии на время 
пандемии сократился на 38,5 и 50,0% соответствен-

но. В Карачаево-Черкесской Республике, Пермском 
крае, Московской, Ярославской и Оренбургской 
областях в 2020 г. оказание плановой медицинской 
помощи по профилю «сердечно-сосудистая хирур-

гия» было приостановлено на различные сроки. 
В ряде медицинских организаций курируемых 

регионов Российской Федерации (Республика 
Башкортостан, Белгородская область, Воронеж-

ская область, Республика Дагестан, Кировская об-

ласть, Республика Мордовия, Тверская область, 
Республика Северная Осетия – Алания, Самарская 
область, Ставропольский край, Республика Татар-

стан, Удмуртская Республика, Ульяновская и Ярос-

лавская области) коечный фонд не перепрофилиро-

вался для лечения больных новой коронавирусной 
инфекцией. Ограничительные меры по борьбе с 
распространением COVID-19 в 2020 г. повлияли 
в основном на снижение числа госпитализаций в 
стационары пациентов с ИБС и отказ больных от 
консультативно-диагностических мероприятий из-
за опасности заражения. Повысившаяся больнич-

ная летальность, видимо, во многом была связана с 
поздней обращаемостью за медицинской помощью 
и обострением коморбидной патологии. 

Кризис, вызванный пандемией, повлиял и на ка-

чество оказания медицинской помощи, создав зна-

чительный барьер, препятствующий эффективному 
уходу за пациентами. В этих условиях ключевой 
стратегией национальных систем здравоохранения 
является оказание медицинской помощи больным 
независимо от происходящих изменений в функци-

онировании разноуровневых медицинских органи-

заций. Для удовлетворения потребностей здравоох-

ранения становится важным своевременное прогно-

зирование и планирование действий, направленных 
на повышение качества оказания медицинской по-

мощи, особенно по профилю «сердечно-сосудистая 
хирургия». Индикатором уровня специализирован-

ной медицинской (в том числе высокотехнологич-

ной) помощи является смертность от БСК.
Своеобразный метод оценки качества оказания 

медицинской помощи по профилю «сердечно-сосу-

дистая хирургия» использовали ученые Китая [23]. 
В проведенном исследовании проанализированы 
судебные процессы по поводу результатов опе-

раций КШ, выполненных в больницах разного 
уровня, с целью определения основных характери-

стик, а также представления результатов анализа 
врачебных ошибок, которые приводят к судебным 
искам. Средняя доля ответственности националь-

ных, провинциальных и муниципальных больниц 
составляла 29,6, 28,4 и 39,5% соответственно. Наи-

более частыми в судебных разбирательствах были 
диагностические ошибки, послеоперационные ос-

ложнения и отсутствие надлежащего наблюдения и 
ухода за пациентом. 

 

Заключение
В 2020 г. в Центральном, Приволжском и Северо-

Кавказском федеральных округах России в среднем 
на 19,2% снизилось число плановых коронарных 
шунтирований по сравнению с 2019 г. – с незначи-

тельной положительной динамикой в последующие 
годы. Одной из наиболее вероятных причин являет-

ся пандемия новой коронавирусной инфекции.
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Основные положения
• Представлен обзор актуальных литературных данных, которые посвящены последним из-

менениям в эпидемиологии и особенностям транстиретинового амилоидоза. В обзоре освещены 
факторы, повышающие вероятность наличия у пациента данного заболевания, акцентировано 
внимание на группе больных высокого риска, а также представлены проблемы неинвазивного 
диагностического ведения лиц с амилоидозом сердца в клинической практике. 

ТРАНСТИРЕТИНОВАЯ (ATTR) АМИЛОИДНАЯ КАРДИОМИОПАТИЯ 
В НАШИ ДНИ. РАСПРОСТРАНЕННОЕ ЗАБОЛЕВАНИЕ 

С ОТКРЫТЫМИ ПРОБЛЕМАМИ

Резюме

Транстиретиновая (ATTR) амилоидная кардиомиопатия – тяжелое инфиль-
тративное заболевание сердца с формированием сердечной недостаточности 
(СН), как правило, с сохранной и умеренно сниженной фракцией выброса 
левого желудочка, с рестриктивным и ложногипертрофическим фенотипом, 
негативно влияющее на прогноз и качество жизни пациентов. В отсутствие 
своевременной специфической терапии медиана выживаемости приближена 
к 2–3,5 годам для разных форм ATTR-амилоидоза. Достижения в области не-
инвазивной визуализации сердца, доступность генетического тестирования, 
выделение групп пациентов высокого риска амилоидной кардиомиопатии, 
появление новых методов специфического лечения хоть и привели к увели-
чению выявляемости заболевания, однако уже на ее поздних стадиях (ког-
да представлены развернутая картина СН и выраженное утолщение стенок 
сердца), что отрицательно сказывается на прогнозе больных. Междисципли-
нарный подход, настороженность и своевременная диагностика имеют реша-
ющее значение как для ATTR-амилоидоза, так и для проблемы СН в целом. 
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A COMMON DISEASE WITH OPEN PROBLEMS
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Highlights
• The article presents a review of literature data devoted to the latest changes in the epidemiology and 

features of transthyretin (ATTR) amyloidosis. The review highlights factors that increase the likelihood 
of a patient having this disease, emphasizing the group of high-risk patients, and discusses issues of non-
invasive diagnostic management of a patient with cardiac amyloidosis in clinical practice.

Abstract
Transthyretin (ATTR) amyloid cardiomyopathy is a severe infiltrative heart disease 
that followed by heart failure (HF) with a preserved and moderately reduced left 
ventricular ejection fraction and a restrictive phenotype. It negatively affects 
the prognosis and quality of life of patients. In the absence of timely treatment, 
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the median survival is 2–3.5 years for different forms of ATTR amyloidosis. Advances 
in noninvasive cardiac imaging, availability of genetic testing, identification of 
«high risk» groups of patients with amyloid cardiomyopathy, and the emergence 
of new methods of treatment have increased the detection rate of the disease, but 
only at its later stages (when a patient suffers from heart failure and pronounced 
hypertrophic cardiomyopathy), which negatively affects the prognosis of patients. 
Therefore, an interdisciplinary approach, vigilance, and timely diagnostics are 
crucial for both ATTR amyloidosis and the problem of heart failure in general.

Keywords Transthyretin amyloid cardiomyopathy • Amyloidosis • Heart failure with 
preserved ejection fraction • Scintigraphy
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Введение
Амилоидоз относится к группе инфильтра-

тивных заболеваний, при которых происходит 
внеклеточное отложение патологического нера-

створимого гликопротеида (амилоида) в различ-

ных органах и тканях [1]. На сегодняшний день 
известно 36 таких белков-предшественников, ко-

торые имеют разную тропность к органам [2]. От 
того, в каких органах откладывается амилоид, бу-

дет зависеть выраженность и разнообразие кли-

нической картины заболевания [3]. Несмотря на 
гетерогенность патологии, наличие и тяжесть по-

ражения сердца является ведущим предиктором 
смертности у пациентов с амилоидозом [4]. Уста-

новлено, что около 95% всех случаев амилоидной 
кардиомиопатии (КМП) приходится на два типа: 
AL-амилоидоз (амилоидоз легких цепей иммуно-

глобулинов) и АТТR-амилоидоз (транстиретино-

вый амилоидоз) [5]. В отсутствие специфической 
терапии медиана выживаемости приближена к 
2–3,5 годам для разных форм ATTR-амилоидоза и 
составляет менее года для AL-амилоидоза [3, 6].

Данная обзорная статья посвящена ATTR-КМП, 
которая до недавнего времени имела небольшую 
распространенность, однако за последние несколь-

ко лет стала привлекать значительное внимание по 
следующим причинам: 

• появление новых методов специфического 
лечения, часть из которых уже доказали эффек-

тивность в снижении смертности и улучшении 
прогноза [7]. В Российской Федерации с 2017 г. ис-

пользуется препарат тафамидис (селективный ста-

билизатор транстиретина);
• достижения в области визуализации сердца, 

которые позволили обойти стороной менее безо-

пасную и технически сложную инвазивную диа-

гностическую процедуру – эндомиокардиальную 
биопсию. К основным достижениям относятся 
эхокардиография (ЭхоКГ) с использованием тех-

нологии Speckle Tracking [8], магнитно-резонанс-

ная томография (МРТ) миокарда с контрастным 
усилением гадолинием, сцинтиграфия миокарда с 
остеотропными радиофармацевтическими препа-

ратами (ОРФП) (в РФ это пирофосфат технеция, 
или 99mTc-PYP) [6]. Ввиду высокой чувствительно-

сти и специфичности данные методы заняли при-

оритетные позиции в диагностическом алгоритме. 
В итоге это сокращает время, затраченное на по-

становку диагноза;
• доступность генетического тестирования – в 

результате ATTRm (мутантная, или наследствен-

но обусловленная форма транстиретинового 
амилоидоза) приобрела еще большее значение с 
увеличением распространенности определенных 
мутаций;

• проведение скрининга на наличие монокло-

нальных белков в сыворотки крови и мочи (элек-

трофорез с иммунофиксацией) с целью исключения 
AL-амилоидоза [6]. Одновременное проведение 
диагностических тестов в пользу ATTR- и AL-КМП 
позволяет быстрее определить диагноз и назначить 
специфическое лечение; 

• определена высокая частота встречаемости 
ATTR-КМП у пациентов со стенозами аортально-

го клапана, с фенотипом гипертрофической КМП, 
сердечной недостаточностью с сохраненной фрак-

цией выброса (СНсФВ). Многие авторы выделяют 
таких пациентов в группы высокого риска амило-

Список сокращений
КМП
ЛЖ
МРТ
ОРФП

–
–
–
–

кардиомиопатия
левый желудочек
магнитно-резонансная томография
остеотропные радиофармацевтические 
препараты

СН
СНсФВ

ЭКГ
ЭхоКГ

–
–

–
–

сердечная недостаточность
сердечная недостаточность 
с сохранной фракцией выброса
электрокардиография
эхокардиография
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идной КМП, что предполагает проведение скри-

нинга на амилоидоз у этих пациентов.
Активный рост интереса врачей разных специ-

альностей к ATTR-амилоидозу ввиду последних 
изменений в диагностике и лечении хоть и привел 
к увеличению выявляемости заболевания, однако 
уже на ее поздних стадиях, что отрицательно ска-

зывается на прогнозе больных [7]. Поэтому ранняя 
диагностика заболевания имеет решающее значе-

ние. Усовершенствованный опыт ведения пациен-

тов с сердечным амилоидозом может послужить 
моделью для изучения СНсФВ в целом.

Эпидемиология амилоидоза
Исторически амилоидоз относился к орфанным 

заболеваниям, поражающим 0,5 на 100 тыс. чело-

век. Однако успехи в области неинвазивной диа-

гностики (безбиопсийный подход) и разработка 
специфических методов лечения способствовали 
активному проведению скрининга населения, на-

правленного на раннюю диагностику заболевания. 
В результате ATTR-амилоидоз стали выявлять зна-

чительно чаще [9, 10]. 
По последним данным программы медицин-

ского страхования Medicare, в США в период с 
2000 по 2012 г. уровень заболеваемости амилоидо-

зом сердца (ATTR- и AL-амилоидоз) составил 17 
на 100 тыс. человек [11]. В Великобритании рас-

пространенность системного амилоидоза к 2008 г. 
составила 0,8 на 100 тыс. человек [12] с постоян-

ным увеличением числа новых случаев [13]. Так, 
по результатам базы данных Национального цен-

тра амилоидоза (Лондон), с 1987 по 2009 г. частота 
случаев постановки диагноза увеличилась на 3%, 
с 2016 по 2020 г. – на 25% [13]. В Швеции с 2006 
по 2018 г. наблюдается неуклонный рост заболева-

емости ATTR-амилоидоза – с 1,5 до 5 на 100 тыс. 
человек [14]. В Дании, по данным национально-

го регистра, за 20 лет (1998–2017 гг.) показатель 
заболеваемости амилоидозом сердца изменился 
с 0,88 до 3,56 на 100 тыс. человек [15]. Похожие 
изменения зарегистрированы среди населения 
Италии [16]. В РФ в настоящее время отсутствуют 
официальные статистические данные о распро-

страненности амилоидоза, однако по результатам 
регистровых исследований, выполненных специа-

листами ГБУЗ «ГКБ имени В.М. Буянова ДЗМ», в 
2019 г. частота диагностически подтвержденных 
случаев амилоидоза составила 53 на 100 тыс. че-

ловек [17]. Таким образом, прослеживается тен-

денция увеличения распространенности ATTR-а-

милоидоза, при этом неясно, какие именно па-

циенты (с генетическими и фенотипическими 
особенностями, с наличием факторов, повыша-

ющих вероятность ATTR-амилоидоза) составля-

ют данную статистику. Результаты крупнейшего 
в мире многоцентрового исследования THAOS 

(Transthyretin Amyloidosis Outcomes Survey), в ко-

торое были включены пациенты с ATTR-амилои-

дозом (дикий и наследственный типы) из 17 стран, 
улучшили понимание течения заболевания путем 
его изучения авторами на большой гетерогенной 
популяции пациентов [18]. В результате были 
продемонстрированы демографические, клини-

ческие и генетические особенности пациентов с 
ATTR-амилоидозом, что в дальнейшем позволило 
повысить настороженность в отношении данного 
заболевания и тем самым улучшить раннюю диа-

гностику [18].

Основные типы амилоидоза сердца
Амилоидоз сердца, или амилоидная КМП, мо-

жет носить локальный характер, например при 
AANF-амилоидозе (предсердный амилоидоз), а 
также быть частью системного (генерализованного) 
процесса при таких амилоидозах, как ATTR-амило-

идоз, который бывает наследственного (ATTRm) и 
дикого (ATTRwt) типов, AL-амилоидоз, АА-амило-

идоз (реактивный), А-b2М-амилоидоз (диализный) 
и ААроАI-амилоидоз (обусловленный мутацией в 
генах белка аполипротеина А I) [3] (таблица).

ATTRwt характеризуется возрастными измене-

ниями транстиретина (сывороточный белок-пере-

носчик тироксина и ретинола, который синтезиру-

ется в печени), в то время как ATTRm вызван му-

тациями в гене самого белка (известно более 140 
мутаций) [6]. В результате в обоих случаях проис-

ходит дестабилизация белка и образование моно-

меров, которые обладают амилоидогенностью. 
В отличие от ATTR-амилоидоза при AL-амило-

идозе источником амилоида является патологиче-

ский клон плазматических клеток костного мозга, 
продуцирующий моноклональные легкие цепи 
гамма-иммуноглобулинов [6]. Этот патологический 
процесс встречается при миеломной болезни и ха-

рактеризуется более молниеносным течением [3, 6]. 
Особенностью AL- и АТТR-КМП является тяжелая, 
агрессивно протекающая СН, как правило с сохран-

ной фракцией выброса, по рестриктивному типу, 
рефрактерная к стандартной терапии [19], с нару-

шениями ритма и проводимости сердца. СН, ассо-

циированная с ATTR-КМП, связана с более высокой 
смертностью и плохим прогнозом по сравнению с 
другими ее частыми причинами: дилатационной, 
гипертрофической и ишемической КМП, пороками 
сердца, гипертонической болезнью [20].

AA-амилоидоз (вторичный/реактивный амило-

идоз) развивается в результате длительно текущих 
воспалительных процессов в организме (аутоим-

мунные процессы по типу ревматоидного артрита, 
синдром Рейтера, псориаз, болезнь Крона, злока-

чественные опухоли, хронические инфекционные 
нагноения – остеомиелит, сифилис, туберкулез и 
др.). Источником сывороточного амилоида А яв-
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Классификация основных типов амилоидоза сердца (адаптировано по Резник Е.В. и соавт., 2020 г. [3]; Терещенко С.Н. и соавт., 2022 г. [6])
Classification of the main types of cardiac amyloidosis (adapted from Reznik E.V. et al., 2020 [3]; Tereshchenko S.N. et al., 2022 [6])

Тип амилоидоза 
/ Type of 

amyloidosis

Локальный 
амилоидоз / Localized 

amyloidosis

Системный амилоидоз / Systemic amyloidosis

Транстиретиновый амилоидоз / Transthyretin amyloidosis Другие типы системного амилоидоза / Other types of systemic amyloidosis
Подтип / Subtype AANF ATTRm ATTRwt AL AA А-b2М AApoAI

Депонированный 
белок / Deposited 
protein

Предсердный 
натрийуретический 
пептид / Atrial 
natriuretic factor

Мутантный транстиретин / Mutant 
transthyretin

Дикий мономер 
транстиретина / 
Wild-type transthyretin 
monomer

Свободные легкие цепи иммуноглобулинов /Free light chains of 
immunoglobulins

Амилоид А – 
предшественник 
острофазного белка SAA / 
Amyloid A is a precursor of 
the acute phase protein SAA

b2-микроглобулин / 
b2-microglobulin

Аполипопротеин 
А-I / ApoAI

Этиология / 
Etiology

Неизвестно / 
Unknown

Семейные мутации в гене 
транстиретина / Hereditary mutations in 
the transthyretin gene

Возрастные 
нарушения секреции 
транстиретина печенью 
/ Age-related disorders 
of transthyretin secretion 
in the liver

Плазмоклеточная дискразия / Plasma cell dyscrasia Системное аутоиммунное/
инфекционное хроническое 
воспаление, ЗНО / Systemic 
autoimmune/infectious 
chronic inflammation, 
malignant neoplasm

Длительный 
гемодиализ. 
Использование 
низкопоточных 
диализаторов / Long-
term hemodialysis. 
Using low-flux 
dialyzers

Семейные мутации 
в гене АРОА1 / 

Hereditary mutations 
in the АРОА1 gene

Поражение / 
Affected organs/
areas

Предсердия / Atria ПНС/ВНС, сердце / PNS/ANS, heart Сердце, мягкие ткани / 
Heart, soft tissues

Почки, сердце, печень, ВНС/ПНС, мягкие ткани / Kidneys, heart, 
liver, ANS/PNS, soft tissues

Почки, сердце / Kidneys, 
heart

Опорно-
двигательный 
аппарат, сердце 
/ Musculoskeletal 
system, heart

Сердце, печень, 
почки, ПНС, кожа, 
гортань / Heart, 
liver, kidneys, PNS, 
skin, larynx

Пол, возраст / 
Gender, age

У женщин чаще, чем 
у мужчин. Возраст 
> 80 лет / Women are 
more likely to have it 
than men. Age: > 80 
years old

У мужчин чаще, чем у женщин. 
Возраст > 40 лет / Men are more likely 
to have it than women. Age: > 40 years 
old

У мужчин чаще, чем 
у женщин. Возраст > 
70 лет / Men are more 
likely to have it than 
women. Age: > 70 
years old

Оба пола. Старше 50 лет / Both genders have it equally. Over 50 
years old

Оба пола. Любой возраст / 
Both genders have it equally. 
Any age

Оба пола. После 5 
лет диализа / Both 
genders have it 
equally. After 5 years 
of dialysis

Оба пола. Любой 
возраст / Both 
genders have it 
equally. Any age

Специфические 
признаки / Specific 
signs

Фибрилляция 
предсердий, 
ревматические 
пороки сердца / Atrial 
fibrillation, rheumatic 
heart defects

Карпальный туннельный синдром, 
сенсомоторная полинейропатия («от 
дистального к проксимальному») / 
Carpal tunnel syndrome, sensorimotor 
neuropathy (“distal-to-proximal”)

Карпальный 
туннельный синдром, 
разрыв сухожилия 
бицепса, стеноз 
спинномозгового 
канала / Carpal tunnel 
syndrome, biceps tendon 
rupture, spinal stenosis

Периферическая полинейропатия. Макроглоссия. 
Периорбитальная пурпура / Peripheral neuropathy. Macroglossia. 
Periorbital purpura

Нефротический 
синдром и /или почечная 
недостаточность / 
Nephrotic syndrome and /or 
kidney failure

Патологические 
переломы, 
деструктивная 
артропатия / 
Pathologic fractures, 
destructive arthropathy

Дисфония, 
полинейропатия, 
поражение правых 
отделов сердца 
/ Dysphonia, 
neuropathy, injury 
of the right parts of 
the heart

Медиана 
выживаемости / 
Median survival

Неизвестно / 
Unknown

2 года (в зависимости от мутации) / 2 
years (depending on the mutation)

4–6 лет / years 1–3 года / years 11 лет / years 15 лет / years >10 лет / years

Терапия / 
Treatment

Изучается влияние 
РЧА и операции по 
типу «лабиринт» на 
течение заболевания 
/ The influence of RFA 
and maze procedure 
on the course of 
the disease is being 
studied

Трансплантация печени ± сердца / 
Liver and heart transplantation;
стабилизаторы транстиретина: 
тафамидис (зарегистрирован в РФ), 
дифлунисал / transthyretin stabilizers: 
tafamidis (registered in the RF), diflunisal;
выключатели гена ATTR: инотерсен, 
патизиран / ATTR gene switches: 
inotersen, patisiran;
расщепление амилоидных фибрилл: 
моноклональные АТ, доксициклин / 
TUDCA / Amyloid cleavage: monoclonal 
AT, doxycycline / TUDCA

Терапия такая же, 
как при ATTRm / The 
therapy is the same as 
with ATTRm

Трансплантация аутологичных стволовых клеток / Autologous 
stem cell transplantation;
дистанционная лучевая терапия / remote radiation therapy;
химиотерапия: мелфалан, циклофосфамид / chemotherapy: 
melphalan, cyclophosphamide;
ГКС: преднизолон, дексаметазон / GCs: prednisolone, 
dexamethasone;
ингибиторы протеасомы: бортезомид / proteasome inhibitors: 
bortezomib;
иммуномодулятор: леналидомид / immunomodulator: 
lenalidomide;
моноклональные АТ: даратумумаб / Monoclonal AT: daratumumab;
ингибитор ВСL-2: венетоклакс / ВСL-2 inhibitor: venetoclax

Ингибиторы: ФНО-α, ИЛ-
1, ИЛ-6 / Inhibitors: TNF-α, 
IL-1,6;
колхицин / Colchicine;
купирование основного 
заболевания. Контроль 
воспаления / Mitigation of 
symptoms of the underlying 
disease. Control of 
inflammation

Высокопоточные 
диализаторы / High-
flux dialyzers;
селективные 
адсорбенты для b2-
микроглобулина / 
selective adsorbents 
for b2-microglobulin;
ранняя пересадка 
почки / early kidney 
transplantation

Симптомати
ческое лечение. 
В запущенных 
случаях 
трансплантация 
пораженных 
органов / 
Symptomatic 
treatment. In 
severe cases – 
transplantation of 
affected organs

Примечание: АТ – антитела; ВНС – вегетативная нервная система; ГКС – глюкокортикостероиды; ЗНО – злокачественное новообразование; ИЛ – интерлейкин; ПНС – периферическая 
нервная система; РЧА – радиочастотная катетерная аблация; ФНО-α – фактор некроза опухоли-α; TUDCA – таурдезоксихолевая кислота. 
Note: AT – antibodies; ANS – autonomic nervous system; GCs – glucocorticosteroids; IL – interleukin; PNS – peripheral nervous system; RF – Russian Federation; TNF-α – tumor necrosis factor-α; 
TUDCA – tauroursodeoxycholic acid.
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ляется острофазовый белок воспаления (serum 
amyloid A, SAA), вырабатываемый печенью. При 
данном типе амилоидоза мишенью являются поч-

ки, сердце поражается в 3% случаев [3]. Остальные 
типы амилоидоза с поражением сердца представле-

ны в таблице.

ATTR-амилоидоз дикого типа (ATTRwt)
Ранее установлено, что ATTRwt наблюдает-

ся преимущественно у мужчин в возрасте старше 
65–70 лет и, как правило, представлен СНсФВ [21]. 
Доказана прямая связь между возрастом пациента и 
вероятностью возникновения ATTRwt [22]. Учиты-

вая рост численности пожилого населения в мире, 
в течение следующих трех десятилетий ATTRwt 
амилоидоз может стать наиболее распространен-

ным типом амилоидной КМП.
Большинство эпидемиологических данных 

были получены на основании результатов ау-

топсии. Так, по данным одного из исследований, 
каждый четвертый пациент старше 80 лет имел 
отложение амилоидогенного транстиретина в 
сердце [23]. В более раннем исследовании проде-

монстрированы не только схожие результаты, но 
и клинико-гистологическую взаимосвязь, которая 
проявлялась в следующем: у пациентов с сер-

дечным амилоидозом чаще встречалась СНсФВ, 
фибрилляция предсердий, был более тяжелый 
функциональный класс СН по классификации 
Нью-Йоркской ассоциации сердца (NYHA) [24]. 
Примечательно, что более 30% пациентов с ги-

стологически подтвержденным диагнозом амило-

идоза при ретроспективной оценке имели, по дан-

ным ЭхоКГ, признаки амилоидной КМП, однако 
диагноз был поставлен несвоевременно (посмер-

тно) [24]. На основании накопленных результатов 
многих научных работ эти и многие другие карди-

альные признаки (низкий вольтаж зубцов по элек-

трокардиографии (ЭКГ), гипотензия при наличии 
артериальной гипертензии в анамнезе, толщина 
стенки левого желудочка (ЛЖ) более 12 мм, на-

рушение проводимости и др.) позволяют лечаще-

му врачу заподозрить наличие амилоидоза сердца 
на ранних стадиях [6]. Клинические рекоменда-

ции и международные консенсусы выделяют их 
в красные флаги ATTR-КМП [6, 25]. Несмотря на 
разносторонность и неспецифичность симпто-

матики (дерматит, полиневропатия, вегетативная 
дисфункция, зрительные нарушения и др.), пато-

логия имеет типичные особенности: очередность 
вовлечения систем организма в патологический 
процесс (чаще всего вовлекается в процесс опор-

но-двигательный аппарат, а именно поперечная 
связка запястья ввиду высокой тропности амило-

идогенного транстиретина к ней), однотипность 
ранних симптомов (туннельный карпальный син-

дром, разрыв сухожилия бицепса, сенсомоторная 

полинейропатия по типу «от дистального к прок-

симальному» и др.) [3, 6]. 

ATTR-амилоидоз наследственного типа 
(ATTRm)

Определено, что ген транстиретина расположен 
на 18q хромосоме. На сегодняшний день обнару-

жено более 140 различных мутаций в гене, боль-

шинство из которых амилоидогенные. В отличие 
от ATTR-амилоидоза дикого типа, который чаще 
характеризуется кардиологическим фенотипом, на-

следственный ATTR-амилоидоз имеет следующие 
основные клинические формы: преимущественно 
кардиологическая (чаще всего мутация Val122lle), 
преимущественно неврологическая (чаще всего 
мутация Val30Met) или смешанная (чаще всего 
мутация Thr60Ala) [6]. Однако не только фенотип, 
но и прогноз ATTRm-амилоидоза зависит от типа 
мутации [26]. Следует отметить, что носительство 
мутантного гена не всегда приводит к развитию 
заболевания, поскольку инициаторами могут быть 
негенетические факторы: пол, возраст, этническая 
и географическая принадлежность [27], а также 
влияние иммунного ответа (система комплемента), 
что в настоящее время активно изучается на живот-

ных моделях [28]. 
Наследственные формы ATTR-амилоидоза в 

настоящее время зарегистрированы в 36 странах 
мира. В эндемичных районах распространенность 
болезни оценивается как 1 к 1 000 человек [29]. 
Данные о распространенности определенных му-

таций в РФ в настоящее время отсутствуют. 
Вариант мутации Val122lle (преимуществен-

но кардиологическая форма) ассоциирован с бо-

лее поздним дебютом (средний возраст достигает 
70 лет), мужским полом, тяжелой СН с функцио-

нальным классом по NYHA III и IV, высоким по-

казателем N-концевого мозгового натрийуретиче-

ского пропептида (NT-proBNP), самым высоким 
уровнем смертности и короткой медианой выжи-

ваемости после установленного диагноза среди 
всех вариантах ATTRm [30]. У 25–38% пациентов 
регистрируется фибрилляция предсердий ввиду 
анатомической особенности отложения амилоида 
в предсердиях [30]. Более редкие мутации, такие 
как Leu111Met и lle8Leu, в основном встречающи-

еся в Италии и Дании, также приводят к тяжелой 
КМП, но уже в более молодом возрасте [31]. По 
данным регистра THAOS установлено, что почти 
у 60% пациентов с вариантом мутации Val122lle 
наблюдалась сенсорная невропатия [18]. Мутация 
Val30Met, как правило, проявляется полиневропа-

тией и уже в более позднем возрасте может мани-

фестировать в КМП [18]. Таким образом, при по-

дозрении на ATTRm-КМП рекомендовано всегда 
направлять пациента на консультацию к неврологу 
с акцентом на поиск данной патологии. 
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Неинвазивный диагностический поиск и 
подводные камни ATTR-КМП

До недавнего времени любое подозрение на 
амилоидоз сердца требовало подтверждения с по-

мощью эндомиокардиальной либо экстракарди-

альной биопсии, что вызывало значительные за-

держки в диагностике ввиду сложности ее выпол-

нения и малой доступности. Большим прорывом в 
понимании масштабности эпидемиологии ATTR-
КМП послужил упрощенный диагностический ал-

горитм, предложенный J.D. Gillmore с соавт. в 2016 
г., которым пользуются до сих пор [32]. Данный ал-

горитм позволяет в 100% случаев диагностировать 
ATTR-КМП с помощью сцинтиграфии миокарда с 
использованием 99mTc-PYP у пациентов, у которых 
лабораторно отсутствует моноклональная гамма-

патия. Внедрение данного алгоритма позволило 
исключить рутинное проведение биопсии миокар-

да для диагностики амилоидоза. Однако, несмо-

тря на высокую распространенность ATTR-КМП 
вследствие рутинного использования сцинтигра-

фии миокарда, заболевание все еще демонстрирует 
низкий процент прижизненно диагностированных 
случаев [33]. Одной из причин является то, что 
симптомы СН (одышка, усталость, слабость) при 
амилоидной КМП часто неспецифичны и ассоции-

руемы со старением, таким образом упускаются из 
виду. Во-вторых, старшая возрастная категория па-

циентов имеет высокий профиль коморбидности, 
что затрудняет дифференциальную диагностику 
неспецифичной симптоматики. В результате чего 
такие пациенты требуют комплексного и междис-

циплинарного подхода с целью активного выявле-

ния маркеров (клинических, инструментальных, 
лабораторных), повышающих диагностические 
шансы в пользу данного заболевания и оправдыва-

ющих проведение сцинтиграфии миокарда.
Из-за фенотипической разнородности пациен-

тов с СНсФВ необходим скрининг различных со-

стояний, ассоциированных с повышенным риском 
наличия ATTR-КМП. Так, в ряде исследований про-

анализирована распространенность ATTR-КМП у 
пациентов с СНсФВ с разнообразными критерия-

ми включения: результаты сцинтиграфии костей, 
пациенты с наличием показаний для имплантации 
кардиостимулятора по причине нарушения ритма 
сердца, проведенное хирургическое вмешательство 
по причине туннельного синдрома в анамнезе, фе-

нотип гипертрофической КМП, стеноз аортального 
клапана и др. [34]. В результате установлено, что 
распространенность ATTR-КМП среди изученных 
состояний была выше, чем предполагали авторы. 
Таким образом, можно заключить, что по крайней 
мере у одного из десяти пациентов с СНсФВ, сте-

нозом аортального клапана или гипертрофической 
КМП может быть пропущена ATTR-КМП. Возмож-

но, что обязательный диагностический скрининг на 

амилоидоз у данных групп пациентов повысит вы-

являемость заболевания. В других исследованиях 
изучалась распространенность амилоидной КМП 
у пациентов, которые перенесли хирургическую и 
эндоваскулярную замену аортального клапана, что 
предполагает изолированное отложение амилоида 
в клапан [35]. Распространенность достигала 16% 
случаев среди пациентов после транскатетерной 
замены аортального клапана и от 6 до 10% случаев 
после хирургического вмешательства [35], что по-

вышает настороженность в пользу амилоидоза, а 
также оправдывает обязательное проведение сцин-

тиграфии миокарда с 99mTc-PYP у данной категории 
больных. Таким образом, результаты многочислен-

ных скрининговых исследований привели к вне-

дрению красных флагов в диагностические опции 
для пациентов с подозрением на ATTR-КМП [6].

Инструментальные и лабораторные крите-
рии ATTR-КМП

Электрокардиография. ЭКГ-маркерами ATTR-
КМП считаются следующие изменения: низковоль-

тажные комплексы QRS, псевдоинфарктный пат-

терн, блокада левой ножки пучка Гиса [8]. На са-

мом деле эти признаки недостаточно чувствитель-

ны, чтобы идентифицировать диагноз. Так, первый 
ЭКГ-признак выявляется только у 25% больных с 
ATTR-КМП [36]. 

Тем не менее у пациентов с длительным тече-

нием болезни отмечается прогрессирующее сниже-

ние вольтажа, что связано с увеличением отложе-

ния амилоида в миокарде [36]. Таким образом, низ-

кий вольтаж на ЭКГ – это поздний признак ATTR-
КМП, который бесполезен для ранней диагностики. 
Псевдоинфарктный паттерн/блокада левой ножки 
пучка Гиса могут помочь заподозрить амилоидоз 
сердца, если у пациента отсутствуют другие при-

чины их развития (наиболее частая – ишемическая 
болезнь сердца). С увеличением толщины межже-

лудочковой перегородки повышается вероятность 
наличия вышеописанных ЭКГ-признаков [37]. По 
данным многих научных работ, наблюдаются вы-

сокая вероятность формирования ритма фибрил-

ляции предсердий с нормо- или брадисистолией 
для желудочков, нарушение проводимости по типу 
атриовентрикулярных блокад разных градаций, 
дисфункция синусового узла, что требует имплан-

тации вспомогательных устройств [8]. Несмотря 
на наличие отличительных ЭКГ-особенностей в 
случаях ATTR-КМП, данный метод не помогает в 
ранней диагностике заболевания, так как измене-

ния появляются при существенной инфильтрации 
миокарда амилоидом, что отрицательно влияет на 
прогноз. Однако следует помнить, что отсутствие 
этих ЭКГ-признаков не исключает диагноз амило-

идоза сердца. 
Эхокардиография. Доступный и простой метод 
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визуализации, который может вызвать подозрение 
на амилоидоз сердца, но не верифицировать его, – 
это трансторакальная ЭхоКГ. Существуют типич-

ные признаки (красные флаги) инфильтративной 
КМП: в результате накопления амилоида в интер-

стициальном пространстве происходит концен-

трическое утолщение стенок левого и/или правого 
желудочков более 1,2 см (псевдогипертрофия), при 
этом у пациента, как правило, отсутствуют основ-

ные причины, которые могут приводить к истин-

ной гипертрофии кардиомиоцитов и визуальной 
картине гипертрофии на ЭхоКГ (тяжелый аорталь-

ный стеноз, длительная артериальная гипертензия, 
гипертрофическая КМП) [3, 6, 8]. Но, с другой 
стороны, амилоидная КМП может протекать под 
маской данных заболеваний. При ультразвуковой 
визуализации сердечной мышцы (чаще межжелу-

дочковой перегородки) определяется зернистость/
глыбки амилоида/свечение, однако это более субъ-

ективный признак, который зависит от множества 
факторов: возможности аппаратуры, качества изо-

бражения, освещения, ориентации не на расчетные 
показатели, а на зрительное восприятие изображе-

ния, опыта врача [8].
Помимо перечисленных признаков к основным 

также следует отнести нормальные или уменьшен-

ные объемные показатели желудочков ввиду плохой 
податливости (релаксации) миокарда, что приводит 
к повышению давления наполнения желудочков, 
снижению тканевой доплеровской скорости ми-

трального и трикуспидального колец, формирова-

нию диастолической дисфункции II типа [8]. В ре-

зультате происходит прогрессирующее увеличение 
размеров и жесткости предсердий, что приводит к 
электромеханической диссоциации и ухудшению 
прогноза [38]. Несмотря на сохранную ФВ, сердеч-

ный выброс снижается до критических значений и 
становится зависимым от частоты сердечных сокра-

щений [6, 8], что следует помнить на начальном эта-

пе диагностики – сборе анамнеза заболевания. До-

полнительные параметры при амилоидозе, которые 
редко используют в реальной клинической прак-

тике, могут служить самыми ранними ЭхоКГ-при-

знаками и предшествовать клиники СН: снижение 
фракционного укорочения < 30% и глобальной ба-

зальной продольной деформации (стрейн) с апи-

кальным сохранением (типичный вид «вишенка 
на торте» или «бычий глаз») [6, 8]. Оценка данных 
параметров наиболее полезна у пациентов с необъ-

яснимой причиной гипертрофии ЛЖ, а также для 
более точной оценки динамики прогрессирования, 
влияния на прогноз [39] или эффективности лече-

ния амилоидной КМП. 
Проблема использования данных методов за-

ключается в их технической сложности. Вероятно, 
включение их в стандартные протоколы ЭхоКГ для 
рутинного использования в клинике, а не только в 

научных целях позволит повысить осведомлен-

ность врачей о данном заболевании и улучшить 
раннюю выявляемость. Чувствительность данно-

го метода диагностики повышается при наличии 
сразу нескольких инструментальных и/или клини-

ческих красных флагов у пациента [40]. Так, со-

четание параметров утолщения ЛЖ по ЭхоКГ и 
низкого вольтажа зубцов ЭКГ повышает чувстви-

тельность почти до 80% [41]. В одном итальянском 
исследовании в когорте пациентов старше 55 лет 
(n = 217) с типичными ЭхоКГ-признаками ами-

лоидной КМП (> 1 критерия ЭхоКГ при наличии 
гипертрофированного, недилатированного ЛЖ и 
сохранной ФВ) распространенность сердечного 
амилоидоза составила 29%, что демонстрирует хо-

рошую диагностическую точность данного метода 
исследования [42]. Однако не всегда отсутствие 
ЭхоКГ-признаков амилоидной КМП и признаков 
СН исключает данный диагноз. В одной из работ 
отмечено, что в когорте пациентов с СНсФВ без 
гипертрофии ЛЖ частота встречаемости ATTR-а-

милоидоза составила 5% [43], что подтверждает 
значимость ранней диагностики до манифестации 
гипертрофии миокарда. В другом исследовании 
описаны течение заболевания и прогноз у пациен-

тов без симптомов СН. Почти у 30% пациентов с 
ATTR-КМП (n = 118), не имевших симптомы СН 
на момент включения в исследование, развилась 
клиника СН, почти столько же умерли через 3,7 
года (средний период наблюдения) [44]. Поэто-

му не менее важной задачей является постановка 
диагноза до появления развернутой картины СН. 
Таким образом, ЭхоКГ является высокоспецифич-

ным методом ранней диагностики ATTR-КМП, 
однако его чувствительность далека от 100% зна-

чения и зависит от нескольких факторов: опыта 
врача-диагноста, качества аппаратуры, наличия 
сочетания нескольких (более одного критерия при 
гипертрофии ЛЖ) визуализирующих критериев, 
выраженности инфильтративного процесса. 

Магнитно-резонансная томография. Большое 
значение в неинвазивной диагностике занимает 
МРТ с гадолинием (внеклеточное контрастное 
вещество), которое проявляется усилением сиг-

нала с субэндокардиальным и трансмуральным 
контрастированием [3]. Данная специфическая 
картина позволяет дифференцировать амилоидоз 
сердца от других КМП, диагностировать заболе-

вание на самых ранних стадиях, когда у пациен-

тов еще отсутствуют признаки гипертрофии ЛЖ 
и выраженные нарушения рестрикции, а также 
рассчитать объем накопления амилоида (тяжесть 
заболевания) [3]. Чувствительность и специфич-

ность данного метода диагностики достигает 88 и 
92% соответственно [45]. Однако его использова-

ние ограничено у пациентов с почечной недоста-

точностью.
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Сцинтиграфическое исследование. Сцинтигра-

фия миокарда с ОРФП (в РФ это 99mTc-PYP) – самый 
точный метод неинвазивной диагностики ATTR-
КМП, который позволяет установить диагноз без 
биопсии в самые ранние сроки, в отличие от ЭхоКГ 
и МРТ [6, 32]. По результатам крупных когортных 
исследований, чувствительность данного мето-

да диагностики достигает 100% при наличии 2-й 
или 3-й степени поглощения костного индикато-

ра по шкале Perugini и при отсутствии признаков 
AL-амилоидоза по всем трем лабораторным тестам 
(электрофорез моноклонального белка в сыворотке 
крови и моче с помощью иммунофиксации, анализ 
на свободные легкие цепи в сыворотке крови) [32]. 
Однако до сих пор остается неопределенность в 
отношении пациентов с 1-й степенью накопления 
ОРФП: является ли такой результат отрицатель-

ным или вариантом начальной стадии заболевания; 
оправдано ли инициирование терапии на данном 
этапе или необходим динамический контроль осте-

осцинтиграфии и в какие сроки (через 3/6/12 мес.); 
требуют ли такие пациенты более глубокого скри-

нинга на ATTRm-амилоидоз ввиду изученной низ-

кой чувствительности редких патогенных мутаций 
транстиретина (Ser97Tyr, Ph84Leu, Tyr114Cys и др.) 
к сцинтиграфии с костными индикаторами [46].

Несмотря на диагностическую ценность данно-

го метода, прогностическая роль остается спорной. 
Доказано, что поражение сердца при амилоидозе 
напрямую является предиктором смертности [4], а 
также замечена потенциальная связь между бивен-

трикулярным поглощением ОРФП при проведении 
сцинтиграфии и смертностью от сердечных и от 
всех причин, госпитализаций по поводу СН [47]. 
В другом исследова-

нии оценивалась вы-

живаемость пациентов 
с ATTR-амилоидозом, 
стратифицированных в 
соответствии с оценкой 
по шкале Perugini (0–3 
степень) по данным сцин-

тиграфии с 99mTc-PYP [48]. 
Так, степень поглощения 
ОРФП не имела прогно-

стического значения [48]. 
Возможно, это могло быть 
связано с конкурирующим 
поглощением препарата 
другими органами и тка-

нями. Для возможности 
проведения мониторинга 
активности заболевания, 
оценки степени его влия-

ния на прогноз и эффекта 
от терапии при помощи 
сцинтиграфии с ОРФП 

Диагностический алгоритм у пациентов с подозрением на амилоидоз сердца [47, 49]

Diagnostic algorithm for patients with suspected cardiac amyloidosis [47, 49]

Примечание: МРТ – магнитно-резонансная томография; СН – сердечная недостаточность; 
ХСНсФВ – хроническая сердечная недостаточность с сохраненной фракцией выброса; 
ЭКГ – электрокардиография; ЭхоКГ – эхокардиография; 99mTc-PYP – пирофосфат 
технеция; ATTRm – мутантный тип транстиретинового амилоидоза; ATTRwt – дикий тип 
транстиретинового амилоидоза. 

Note: MRI – magnetic resonance imaging; HF – heart failure; CHFpEF – chronic heart failure 
with preserved ejection fraction; ECG – electrocardiography; ECHO - echocardiography; 
99mTc-PYP – technetium pyrophosphate; ATTRm – mutant type amyloidosis; ATTRwt – wild-type 
amyloidosis.

требуется дальнейшее глубокое изучение ATTR-
КМП и проблемы амилоидоза в целом. 

Лабораторные исследования. Для ATTR-КМП 
характерны непропорционально высокий уровень 
NT-proBNP и постоянно повышенный уровень кон-

центрации тропонина при отсутствии коронарного 
поражения [6]. Оценка данных показателей не обла-

дает высокой специфичностью, а только помогает 
подкрепить подозрения в пользу инфильтративного 
заболевания сердца. Важным этапом диагностики 
после подтверждения ATTR-амилоидоза более точ-

ными инструментальными методами (сцинтигра-

фия миокарда) является проведение генетического 
тестирования для дифференциальной диагностики 
мутантного и сенильного ATTR-амилоидоза. Пред-

ставленные два типа ATTR-амилоидоза различа-

ются скоростью прогрессирования и клиническим 
течением заболевания, что влияет на лечебную 
тактику [6]. При сомнительных результатах сцин-

тиграфии для исключения иного типа амилоидной 
КМП предлагается проведение гистологического 
исследования с последующей иммуногистохими-

ей для типирования амилоида [6]. Стоит помнить о 
важности проведения лабораторного скрининга на 
AL-амилоидоз (электрофорез с иммунофиксацией 
белков сыворотки крови и мочи для определения 
легких лямбда- и каппа-цепей иммуноглобулинов в 
сыворотке и белка Бенс-Джонса в моче) [3].

На рисунке представлен диагностический алго-

ритм у пациентов с подозрением на амилоидоз сердца.

Заключение
ATTR-КМП – тяжелое инфильтративное забо-

левание сердца с плохим прогнозом при несвоев-
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Основные положения
• Атеросклеротический процесс обусловлен фенотипической гетерогенностью и пластично-

стью клеток иммунной системы и сосудистой стенки.
• Соматические мутации и клональный гемопоэз с неопределенным потенциалом демонстри-

руют тесную связь с сердечно-сосудистыми заболеваниями и острыми сосудистыми событиями.

РОЛЬ КЛЕТОЧНОЙ ПЛАСТИЧНОСТИ КЛЕТОК СОСУДИСТОЙ СТЕНКИ 
И КРОВЕТВОРНОЙ СИСТЕМЫ В АТЕРОГЕНЕЗЕ

Резюме

Прогресс, достигнутый за последнее десятилетие в области кардиогенетики, 
ознаменован главным образом работами, основанными на оценке наследуемых 
герминативных мутаций. Новые направления продемонстрировали значитель-
ную роль клеточной пластичности, соматического мозаицизма и клонального 
гемопоэза в структуре риска развития ишемической болезни сердца, а также 
острых сосудистых нарушений атерогенного происхождения. Секвенирование 
единичных клеток и масс-цитометрия позволили раскрыть принципиально но-
вые механизмы развития атеросклероза. В обзоре освещены современные дан-
ные в области изучения атеросклероза и сосудистых нарушений с фокусом на 
клеточную пластичность, соматический мозаицизм и клональный гемопоэз.

Ключевые слова Атеросклероз • Клеточная пластичность • Соматическая мутация • 
Клональный гемопоэз с неопределенным потенциалом

Поступила в редакцию: 14.04.2024; поступила после доработки: 09.05.2024; принята к печати: 12.06.2024

Research Institute of Medical Genetics, Federal State Budgetary Institution “Tomsk National Research Medical Center 
of the Russian Academy of Sciences”, 10, Embankment of the Ushayki River St., Tomsk, Russian Federation, 634050

THE ROLE OF CELLULAR PLASTICITY OF VASCULAR WALL CELLS 
AND HEMATOPOIETIC SYSTEM IN ATHEROGENESIS

A.A. Sleptsov

Highlights
• The atherosclerotic process is caused by phenotypic heterogeneity and cellular plasticity of the 

immune system and vascular wall.
• Somatic mutations and clonal hematopoiesis with uncertain potential demonstrate a close association 

with cardiovascular diseases and acute vascular events.

Abstract

The last decade of cardiogenetic studies focused on inherited germline mutations. 
Recently researchers demonstrated a significant role of cellular heterogeneity, 
somatic mosaicism, and clonal hematopoiesis in the risk of coronary disease and 
acute vascular disorders. Up-to-date technologies, such as single-cell sequencing 
and mass cytometry, have made it possible to reveal fundamentally new 
mechanisms for the development of cardiovascular diseases. This review discloses 
cutting-edge data on atherosclerosis and vascular disorders, focusing on cellular 
heterogeneity, somatic mosaicism, and clonal hematopoiesis.
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Введение
Атеросклеротическая бляшка представляет собой 

липидное накопление с коктейлем клеток различно-

го происхождения в интиме артерии. Терминальной 
стадией утолщения интимы является окклюзия со-

суда, в случае же дестабилизации покрышки атеро-

склеротической бляшки формируется пристеночный 
тромб, который может стать причиной жизнеугрожа-

ющих острых сосудистых состояний, таких как ин-

фаркт миокарда и инсульт [1]. Современные методы 
лечения сердечно-сосудистых заболеваний, которые 
направлены на несколько факторов риска, таких как 
дислипидемия или артериальная гипертензия, стал-

киваются с тем, что не существует универсально эф-

фективных подходов, поскольку атеросклероз имеет 
высокую клеточную гетерогенность [2].

Прежде чем перейти к обсуждению, необходимо 
остановиться на терминах клеточная гетерогенность 

и пластичность. Классическое определение типов 
клеток сосудов, таких как эндотелиальные, гладко-

мышечные клетки, макрофаги, основано на их про-

исхождении, расположении, морфологии и фенотипе. 
В настоящее время определение типов клеток стало 
возможно и на эпигенетическом и транскрипционном 
уровнях, которые в свою очередь показывают молеку-

лярно-генетические различия между клетками одного 
типа, т. е. их гетерогенность и пластичность. Термины 
взаимозаменяемы, но не синонимичны, что порой вно-

сит путаницу. Классическим примером клеточной ге-

терогенности являются работы в области культивиро-

вания индуцированных стволовых клеток, в которых 
ранее отмечено, что определением специфического 
антигена стволовых клеток CD34 в популяции куль-

тивируемых клеток не ограничивается их принадлеж-

ность только к стволовым клеткам [3]. Это указывает 
на то, что экспрессия ряда генов, связанных со стволо-

выми клетками, может отличаться от клетки к клетке, 
создавая тем самым клеточную гетерогенность. Сле-

довательно, в обзоре под клеточной гетерогенностью 
понимаются эпигенетические и транскрипционные 
изменения в популяции клеток, не корректирующие 
канонические маркеры клеточной идентичности, а по-

зволяющие выделить субфенотипы (подтипы) клеток. 
Клеточная гетерогенность вызвана неоднородностью 
микроокружения и локализации клетки, то есть про-

явлением клеточной адаптации или фенотипической 
пластичности. В ином случае, когда адаптационные 
изменения приводят к переключению фенотипа, т. е. 
трансдифференцировке или реверсии фенотипа, мож-

но говорить о клеточной пластичности. 

Клеточная гетерогенность и пластичность может 
наблюдаться не только на региональном уровне, но и 
носить системный характер, главным образом за счет 
гемопоэтических стволовых клеток. В онтогенезе ге-

мопоэтические стволовые клетки могут приобретать 
соматические мутации с лейкемогенным потенциа-

лом, способствующие преимущественной клеточной 
выживаемости и клональной экспансии. Подобный 
феномен клональной экспансии, не попадающий под 
критерии гематологических неоплазий, дисплазий 
или цитопений, именуется клональным гемопоэзом 
с неопределенным потенциалом (КГНП) [4]. 

Онтогенез человека сопровождается накопле-

нием соматических мутаций во многих клетках. В 
среднем к 70 годам у человека уровень клональной 
экспансии в крови составляет 10% и продолжает ак-

тивно расти [5]. Соматические мутации, приводящие 
к КГНП, как правило, наблюдаются в генах эпиге-

нетической регуляции и репарации ДНК, например 
DNMT3A, ТЕТ2, ASXL1 [6]. Клональная экспансия 
в кроветворной системе значительно увеличивает 
риск формирования не только лейкоза, но, как ока-

залось, и риска атерогенных сердечно-сосудистых 
событий, таких как инсульт и инфаркт миокарда [7]. 

В настоящем обзоре освещены результаты иссле-

дований в области клеточной пластичности и гете-

рогенности, включая клональный гемопоэз и сома-

тические мутации, наблюдаемые при атеросклерозе, 
полученные в ходе применения таких передовых тех-

нологий, как секвенирование РНК единичных клеток 
и сортировка клеток с активированной флуоресцен-

цией. Поиск произведен в информационно-поиско-

вых и библиотечных базах данных PubMed Central, 
PubMed и Google Scholar за последние 7 лет (с 2016 г.) 
по ключевым словам: atherosclerosis, cell plasticity, cell 
heterogeneity, somatic mosaicism, clonal hematopoiesis, 
single cell sequencing, fluorescence-activated cell sorting. 
Критерии исключения: статьи в «хищнических» жур-

налах, согласно списку Билла (Beall's List).  

Клеточная пластичность при атеросклерозе
Атеросклеротический процесс начинается с дис-

функции эндотелиальных клеток в атерогенных усло-

виях, таких как гемодинамическое напряжение сдви-

га, который приводит к экстравазации липопротеинов 
низкой плотности (ЛПНП) и триглицеридов посред-

ством трансэндотелиального транспорта и диффу-

зии через межклеточные соединения [8]. В областях 
бифуркаций и ответвлений артерий возникает турбу-

лентный поток, сдвигающий расположение эндоте-

Список сокращений
ГМК
ГСК

–
–

гладкомышечные клетки
гемопоэтические стволовые 
клетки

КГНП

ЛПНП

–

–

клональный гемопоэз с неопределенным 
потенциалом
липопротеины низкой плотности
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лиальных клеток, что тем самым увеличивает прони-

цаемость стенки сосудов. Результатом повышенной 
проницаемости в области интимы является накопле-

ние липопротеинов, частично за счет взаимодействия 
с гликозаминогликанами интимы [9]. В результате 
ЛПНП и остаточные липопротеины, богатые триг-

лицеридами, фиксируются в интиме, агрегируются и 
подвергаются химическим модификациям. Гипотеза 
о роли окисленных ЛПНП как триггерного механизма 
оказалась несостоятельна ввиду отсутствия влияния 
антиоксидантных препаратов на атерогенез, считает-

ся, что сама по себе агрегация ЛПНП выступает три-

ггером [10]. Окисленные ЛПНП могут модулировать 
воспалительную реакцию: так, на модельных живот-

ных показано, что ингибирование процесса окисления 
ЛПНП в макрофагах цистеамином может вызывать 
сильный противовоспалительный эффект [11]. Акти-

вация эндотелиальных клеток в ответ на агрегацию и 
окисление ЛПНП, а также медиаторов воспаления со-

провождается экспрессией молекул адгезии (Р-селек-

тина, Е-селектина, VACM1 и ICAM1) и хемотаксисных 
факторов (CCR2, CCR5) [12], в результате чего проис-

ходит трансмиграция лейкоцитов в интиму сосуда.
В ответ на эндотелиальную дисфункцию, вос-

палительную реакцию и агрегацию липидов про-

исходит адаптивное утолщение интимы, которое 
осуществляется за счет активации гладкомышечных 
клеток (ГМК) с последующей секрецией матричного 
протеогликана, коллагеновых и эластиновых волокон. 
Постепенное утолщение интимы приводит к тому, 
что ГМК мигрируют в его толщу, где происходит 
фенотипическое переключение ГМК из стабильного 
состояния с сократительным фенотипом в пролифе-

ративное с синтетическим (секреторным) фенотипом, 
то есть они подвергаются трансдифференцировке в 
макрофагоподобные клетки [13]. Стоит отметить, что 
гетерогенность и пластичность ГМК в сосудах была 
обнаружена еще H. Hao и коллегами в 2003 г. [14]. 
Трансдифференцировка ГМК сопровождается появ-

лением маркеров макрофагов, таких как LGALS3 и 
CD68, и утратой маркеров ГМК, таких как альфа-ак-

тин (ACTA2) и миозин (MYH11) [15]. Кроме того, 
выявлено, что ГМК могут трансформироваться и в 
остеохондрогенные клетки, ответственные за каль-

цификацию атеросклеротической бляшки фосфатами 
кальция [16]. Макрофагоподобные ГМК, поглощая 
липиды, превращаются в пенистые клетки, которые 
подвергаются апоптозу и подавляют эффероцитоз 
апоптотических тел. На модельных животных пока-

зано, что до 50% пенистых клеток являются макрофа-

гоподобными ГМК [17]. 
В норме лишь небольшая часть ГМК сосудов 

имеет маркеры стволовых клеток (Sca-1) [18]. На 
модельных животных (нокаутные мыши по гену 
ApoE-/-) обнаружено, что порядка 20% ГМК в ате-

росклеротической бляшке несут маркер стволовых 
клеток Sca-1 [19]. При атеросклерозе также выяв-

ляется субпопуляция очень пластичных ГМК, кото-

рые имеют высокую пролиферативную активность, 
с последующим приобретением макрофагальных 
маркеров, таких как CD107b (MAC3) [20].

Ранее считалось, что только ГМК производят 
внеклеточный матрикс. В недавних исследованиях 
показано, что эндотелиальные клетки и макрофа-

ги также могут быть источником секретирующих 
ГМК, которые подверглись эндотелиально-мезен-

химальному или макрофагально-мезенхимальному 
переходу соответственно [21]. 

Мезенхимальные стволовые клетки активно уча-

ствуют в атеросклерозе и формируют миофиброб-

ластные и гладкомышечные клеточные линии [19]. 
Данные клетки берут начало из адвентиции и не-

сут маркеры стволовых клеток (Sca-1, Gli-1, CD34, 
c-Kit) [22–24]. Показано, что мезенхимальные ство-

ловые клетки способны дифференцировать в ГМК 
при стимуляции тромбоцитарным фактором роста 
(PDGF-BB). Еще одним их источником могут слу-

жить клетки эндотелия за счет эндотелиально-ме-

зенхимального перехода, в результате которого эн-

дотелиальные клетки утрачивают эндотелиальные 
маркеры (CD31, eNOS) и приобретают мезенхи-

мальные (FAP, ACTA2, SNAI1, SNAI2) [25]. Как пра-

вило, подобные переходы наблюдаются при неста-

бильных атеросклеротических бляшках.
При атеросклерозе ранее показана поляризация 

макрофагов на провоспалительные М1, через липо-

полисахариды или фактор некроза опухоли-альфа, и 
на противовоспалительные М2, через интерлейкин 
4 или 10 [26]. Последние данные, однако, указывают 
на гораздо более разнообразный диапазон подтипов 
макрофагов при атеросклерозе [27]. Часть активиро-

ванных макрофагов способствует Т-клеточной мигра-

ции [28], что само по себе порождает гетерогенность 
среди Т-лимфоцитов. В работе С. Cochain и соавт. 
(2018) при оценке клеточной гетерогенности клеток 
иммунной системы (CD45+) на модельном животном 
(мышь с нокаутом Ldlr-/-) в норме и при атероскле-

розе выявлено 13 кластеров Т-клеток с различным 
паттерном экспрессии, три из которых специфичны 
для атеросклероза [29]. Авторами найден высоко экс-

прессирующийся ген TREM2 в одной субпопуляции 
атеросклеротических макрофагов, который участвует 
в метаболизме липидов, регуляции эффлюкса холе-

стерина и ранее был ассоциирован с остеокластами и 
микроглией [29]. Эти результаты подтверждаются и в 
атеросклеротических бляшках каротидных артерий у 
человека, кроме того, были получены свидетельства 
эндотелиально-мезенхимального перехода и сниже-

ния цитотоксичности CD4+ и CD8+ Т-лимфоцитов [30]. 
По другим данным, напротив, наблюдалась высокая 
гетерогенность CD4+ Т-лимфоцитов у пациентов с 
симптомами сосудистых осложнений [31]. 

Считается, что гетерогенность Т-клеточных субпо-

пуляций в каротидных бляшках обратно пропорцио-
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нально коррелирует с сердечно-сосудистыми событи-

ями, что указывает на возможное участие Т-клеток в 
стабилизации бляшек [32]. Соотношение CD4+/CD8+ 

Т-лимфоцитов падает по сравнению с кровью, что 
характеризует позднюю стадию атеросклеротической 
бляшки [31]. Примечательно, что наличие субпопу-

ляции CD4+ Т-лимфоцитов с экспрессией белков, 
связанной с их миграцией (Rho GTPase), активацией 
(PDGFR-β) и дифференцировкой (Wnt, IL-2), являет-

ся предвестником цереброваскулярных событий. И, 
напротив, избирательное накопление субпопуляции 
Foxp3+CD4+ Т-регуляторных лимфоцитов, не проду-

цирующих нейропилин (Nrp1-), указывает на регрес-

сию атеросклеротической бляшки [33].

Соматический мозаицизм и клональный гемо-
поэз с неопределенным потенциалом как фактор 
риска атерогенных сердечно-сосудистых событий

Гемопоэтические стволовые клетки (ГСК) явля-

ются источником эритроидных, лимфоидных, миело-

идных и тромбоцитарных клеток. В онтогенезе ГСК 
приобретают соматические мутации с лейкемоген-

ным потенциалом, что может приводить к КГНП [4]. 
Наиболее распространенными соматическими мута-

циями при КГНП являются DNMT3A, TET2 и ASXL1 

[37, 7]. Считается, что на данные гены приходится до 
75% всех случаев КГНП [6]. Соматические мутации 
также регистрируются в гене JAK2, связанном с по-

вышенной частотой тромбозов, а также в генах участ-

ников репарации ДНК (PPM1D, TP53) и факторов 
сплайсинга (SRSF2 и SF3B1). Показано, что мутации, 
возникающие в DNMT3A, TET2 и ASXL1, ассоции-

рованы с двукратным увеличением риска инфаркта 
миокарда, тогда как мутации в остальных генах – с 
12-кратным увеличением риска [7]. Вместе с тем в 
90% случаев КГНП пациенты несут мутацию только 
в одном из упомянутых генов. При этом для мутаций 
в гене JAK2 характерно раннее начало КГНП, тогда 
как для мутаций в генах PPM1D, SRSF2 и SF3B1, на-

против, позднее начало [6]. Уровень КГНП определя-

ется при полногеномном и экзомном секвенировании 
образцов ДНК, выделенных из цельной перифери-

ческой крови, поэтому какие типы или подтипы му-

тантных иммунных клеток с клональной экспансией 
воздействуют на фенотип в большей степени, еще 
предстоит исследовать [6].

Мутации в гене ДНК метилтрансферазы DNMT3A 

в структуре распространенности КГНП занимают 
50% всех случаев [6]. Данный фермент является 
эпигенетическим регулятором экспрессии генов, и 
нарушение его функции приводит к пролиферации 
ГСК с активными генами мультипотентности и инак-

тивированными факторами дифференцировки. Кро-

ме того, мутации в гене DNMT3A индуцируют про-

воспалительную поляризацию Т-лимфоцитов и ак-

тивируют их воспалительный комплекс. Результаты 
исследований на модельных животных показывают, 

что DNMT3A может инактивироваться не только при 
соматических мутациях, но и при воспалении [35]. 
Обнаружено, что достаточно интерферона гамма 
(IFNγ), чтобы вызвать клональную экспансию му-

тантных по DNMT3A ГСК, которые благодаря по-

вышенной устойчивости к стресс-индуцированному 
апоптозу и дифференцировке превосходят клеточ-

ные линии с диким типом DNMT3A. 

Ген TET2 является вторым геном, в котором встре-

чаются соматические мутации в структуре КГНП (20% 
случаев). В отличие от DNMT3A ген TET2 участвует в 
деметилировании ДНК и рекрутинге модификаторов 
гистонов. Но, как и в случае с DNMT3A, мутации гена 
TET2 вызывают эпигенетическую дисрегуляцию, со-

провождающуюся пролиферацией ГСК и клональной 
экспансией в сторону миелопоэза [36]. Авторы на мы-

шиной модели показали, что даже пересадка костно-

го мозга, содержащего всего 10% клонов с дефектом 
TET2, в значительной степени увеличивает клональ-

ную экспансию и развитие атеросклеротических бля-

шек по сравнению с пересадкой, содержащей только 
дикий тип. Также носители дефектного TET2 имеют 
высокий уровень IL-1B в макрофагах вследствие ин-

дукции NLRP3-инфламмасомы и ускоренный фиброз 
миокарда. Другими исследователями выявлено, что 
ингибиторы NLRP3 обладают атеропротективным 
действием и защищают от развития сердечной недо-

статочности у ТЕТ2-нокаутных мышей [37, 38]. 
Соматические мутации в гене ASXL1 в структуре 

распространенности КГНП занимают третье место 
(5–10%) [6]. Белковый продукт данного гена участвует 
в модификации гистонов. Нокаут по гену ASXL1 приво-

дит к миелоидной трансформации, однако механизмы 
усиления воспаления при этом не ясны [39]. Приме-

чательным фактом является ассоциация курения с ча-

стыми соматическими мутациями в гене ASXL1. Так, в 
структуре распространенности КГНП большинство ку-

рильщиков (включая бросивших) имели соматические 
мутации преимущественно в гене ASXL1 (69%) [40]. 

Отдельно хотелось бы остановиться на тирозинки-

назе JAK2, которая фосфорилирует и активирует TET2 

в ответ на цитокины, тем самым являясь «мостом» 
между внеклеточными сигналами и эпигенетически-

ми изменениями в гемопоэзе. Соматические мутации, 
возникающие в JAK2, приводят к ранней манифеста-

ции КГНП и сердечно-сосудистых осложнений [6, 7]. 
Наличие дефектного JAK2 связано с высокими уров-

нями интерлейкинов 18 и 6. Примечательно, что 
КГНП с JAK2 мутацией всегда приводит к атероскле-

розу, включая случаи с низким уровнем ЛПНП [34]. 
Ранняя манифестация сердечно-сосудистых заболе-

ваний связана с тем, что соматические мутации в гене 
JAK2, к примеру p.V617F, могут вызвать миелопроли-

феративные неоплазии, сопровождающиеся повыше-

нием вязкости крови, адгезией тромбоцитов и тром-

боэмболическими осложнениями [41]. На мышиных 
моделях показано, что при мутации p.V617F в гене 
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JAK2 наблюдаются усиленная инфильтрация нейтро-

филов и раннее формирование атеросклеротической 
бляшки и их дестабилизация [42]. В целом показано, 
что КГНП, вызванный соматическими мутациями в 
гене JAK2, ассоциирован с ранним проявлением сер-

дечно-сосудистых заболеваний [43].
Формирование КГНП, как правило, сопровождает-

ся мутациями в драйверных генах и устанавливается 
при частоте мутантного аллеля свыше 2% в клетках 
крови пациентов, не имеющих при этом признаков ге-

матологических нарушений [44]. Ряд исследователей 
считают, что идентификация новых мутаций в генах, 
раннее не ассоциированных с КГНП, не является ос-

нованием для установления КГНП [45]. Тем не менее 
любая мутантная клональная экспансия сопряжена с 
риском развития как онкологических заболеваний кро-

ви, так и сердечно-сосудистых заболеваний, несмотря 
на то, что данные моменты изучены недостаточно [46].

Соматический мозаицизм может сопровождаться 
и такими структурными вариациями, как делеции, 
дупликации и копий-нейтральные потери гетерози-

готности [47]. Однако существует ряд наблюдений, 
при которых структурные вариации, включая охваты-

вающие гены DNMT3A или TET2, не влияли на риск 
развития сердечно-сосудистых заболеваний [34, 46]. 
Соматический мозаицизм с крупными перестрой-

ками ДНК в клетках крови также определяется и 
при сахарном диабете. Показано, что такие мута-

ции чаще выявляются вместе с симптомами микро- 
и макрососудистых нарушений, хотя и не ясно, яв-

ляются ли мутации следствием сахарного диабета 

или происходят независимо от него [48]. Несмотря 
на это, роль крупных соматических мутаций отно-

сительно КГНП не до конца ясна.

Заключение
Новые данные подчеркивают комплексность ате-

росклеротического процесса и всех вовлеченных 
типов клеток, в том числе тесную связь соматиче-

ских мутаций и клонального гемопоэза с возраст-за-

висимыми сердечно-сосудистыми заболеваниями. 
Несомненно, клеточная пластичность и гетероген-

ность затрудняет изучение атеросклероза в контек-

сте определения нормы и патологии, тем не менее 
современные технологии, такие как секвенирование 
единичных клеток и флуоресцентный сортинг кле-

ток, дают значительно больше информации, чем 
раньше. Результаты подобных технологий позво-

ляют раскрыть ряд важных биологических процес-

сов, происходящих в тканях, а также выявить новые 
субпопуляции клеток. Дальнейшее изучение клеточ-

ной и функциональной пластичности и гетерогенно-

сти, а также межклеточных взаимодействий прольет 
свет на процессы, происходящие при атеросклерозе.
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Основные положения
• Настоящий обзор предваряет планируемое исследование и представляет собой критический 

анализ доступных в литературе научных работ, посвященных роли гребенчатых мышц в форми-
ровании морфофункциональных условий организации внутриполостной гемодинамики в сердце. 

РОЛЬ ГРЕБЕНЧАТЫХ МЫШЦ В ФОРМИРОВАНИИ УСЛОВИЙ 
ГЕМОДИНАМИКИ В ПОЛОСТЯХ СЕРДЦА ЧЕЛОВЕКА

Резюме

В обзоре проанализированы современные публикации по оценке функцио-
нальной роли гребенчатых мышц в организации условий движения крови в 
предсердиях. На основе данного анализа определен ряд вопросов для даль-
нейших исследований, ответы на которые будут способствовать разработке 
новых диагностических систем и критериев в кардиологии, а также созданию 
анатомо-физиологически обоснованных протезов клапанов в кардиохирургии 
с учетом индивидуальных гидродинамических закономерностей кровотока.

Ключевые слова Гребенчатые мышцы • Гемодинамика • Закрученный поток крови • Ушко 
левого предсердия
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ROLE OF PECTINATE MUSCLES IN HEMODYNAMICS IN THE CAVITIES 
OF THE HUMAN HEART

V.E. Milyukov1, V.A. Bryukhanov2, K.M. Sharifova2, C.C. Nguyen3

Highlights
• This review precedes the planned study and is an analysis of the available works on the role of pectinate 

muscles in the development of morphological and functional conditions of intracavitary hemodynamics in the heart.

Abstract

This review presents an analysis of recent publications on the assessment of the 
functional role of the pectinate muscles in the development of morphological and 
functional conditions of blood flow in the atria. The results of this analysis helped 
us to identify a number of topics for further research. The results of this research 
should help us develop new diagnostic systems and criteria in cardiology field, 
and assist in furthering research regarding the development of anatomically and 
physiologically substantiated valve prostheses, taking into account the individual 
characteristics of the hydrodynamic patterns of blood flow.
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Введение
Знание функциональной анатомии и физиоло-

гии сердечно-сосудистой системы является основ-

ным условием понимания всех звеньев патогенеза 
и, соответственно, разработки патогенетически 
обоснованных методов лечения заболеваний в кар-

диологии. Сердечные аритмии – распространенное 
клиническое проявление широкого спектра видов 
сердечной патологии. Нарушения ритма сердца об-

условлены изменениями источников и регулярно-

сти частоты генерации электрических импульсов 
вследствие нарушения процесса их возникновения 
и/или проведения, а фибрилляция предсердий (ФП) 
представляет собой наиболее распространенный 
вид нарушения сердечного ритма, который харак-

теризуется быстрой и неорганизованной электри-

ческой активацией сокращений миокарда предсер-

дий. ФП также ассоциируется с повышенным ри-

ском тромбообразования в предсердиях [1]. В свою 
очередь отсутствие скоординированных сокраще-

ний предсердий при ФП приводит к нарушению 
организации движения крови в полостях сердца, 
способствуя тромбообразованию и возникнове-

нию грозного осложнения – кардиоэмболического 
инсульта [2, 3]. Доказано, что около трети случаев 
ишемического инсульта связаны с предшествую-

щей ФП [4]. При этом ушко левого предсердия в 
90–100% случаев является основным местом лока-

лизации тромбообразования у пациентов с некла-

панной, не связанной с ревматическими пороками 
ФП [5, 6]. Однако в современной литературе, по 
нашему мнению, в недостаточной степени описа-

ны основы формирований гидродинамических ус-

ловий движения крови внутри полостей сердца. В 
частности, исследователи мало уделили внимания 
влиянию гребенчатых мышц, формирующих не-

ровную поверхность в ушках предсердий, на усло-

вия организации кровотока в предсердиях [7]. 

Морфология гребенчатых мышц
В правом предсердии гребенчатые мышцы рас-

положены на внутренней поверхности правого 
ушка предсердия, начинаясь радиально от погра-

ничного гребня, и представляют собой параллель-

ные мышечные тяжи, которые своим видом напо-

минают гребни расчески. [8]. В левом предсердии 
гребенчатые мышцы расположены только на вну-

тренней поверхности ушка левого предсердия, что 
создает неровную поверхность с углублениями 
между мышечными пучками [9]. Однако, в отличие 
от гребенчатых мышц в правом предсердии, распо-

ложение гребенчатых мышц в левом предсердии 

похоже на листья пальмы или они имеют ремне-

видную форму [10]. 
Как предполагают A.P. Stepanchuk с соавт. 

(2018), в систолу предсердий ушки предсердий за 
счет сокращающихся гребенчатых мышц и углу-

блений между ними придают турбулентность пото-

ку крови, который устремляется в желудочки [11]. 
Однако данная гипотеза является спорной, так как 
другие исследователи считают, что углубления 
между гребенчатыми мышцами, создавая турбу-

лентность кровотока, могут способствовать тром-

бообразованию [7]. Также данное мнение противо-

речит положениям классической триады Вирхова, 
согласно которой турбулентность кровотока ассо-

циируется с застоем и является фактором тромбо-

образования [13]. 
Для оценки влияния гребенчатых мышц на орга-

низацию гемодинамики в предсердиях необходим 
подробный анализ особенностей кровотока в пред-

сердных полостях. 

Особенности гемодинамики в предсердиях
В гидродинамике жидкость считается сплошной 

(непрерывной) средой, заполняющей простран-

ство без образования пустот. Все свойства жидко-

сти (плотность, вязкость и др.), если не являются 
постоянными, то меняются в пространстве непре-

рывно, т. е. при бесконечно малом перемещении в 
пространстве получаются и бесконечно малые из-

менения свойств жидкости. Движение жидкости 
характеризуется следующими гидромеханически-

ми элементами: скорость движения частиц и гидро-

динамическое давление.
Так как все реальные жидкости имеют вязкость, 

в них не может быть взаимного смещения (разры-

ва) прилегающих друг к другу частиц, поэтому ско-

рости частиц меняются и во времени, и в простран-

стве непрерывно, т. е. являются в общем случае не-

прерывными функциями координат пространства 
и времени. Таким образом, чтобы полностью оха-

рактеризовать картину движения жидкости, необ-

ходимо знать гидромеханические элементы во всех 
точках пространства, занятого движущейся жидко-

стью, а также ее механические свойства.
Виды движения крови в полостях сердца и по 

сосудам классически описывают как ламинарные 
и турбулентные потоки. Ламинарный кровоток ха-

рактеризуются перемещением слоев жидкости па-

раллельно стенке полости или сосуда, в отличие 
от турбулентного, где слои передвигаются как па-

раллельно, так и перпендикулярно его стенке [14]. 
Ламинарное течение крови общепринято считается 

Список сокращений
ФП – фибрилляция предсердий 



V.E. Milyukov et al. 113

R
E
V
I
E
W
S

преобладающим и физиологически нормальным для 
сосудов [15]. Однако в сердце при поступлении по-

токов крови из сосудов, впадающих в предсердия, 
а затем из предсердий в желудочки, периферийные 
слои крови могут отклоняться от центрального, 
что приводит к образованию вихрей, описываемых 
как закрученное движение крови [16]. Такой вид 
кровотока называют закручивающимся, или спи-

ральным. Таким образом, очень важно различать 
понятия «турбулентный» и «закручивающийся» по 
отношению к виду кровотока, так как турбулентный 
кровоток характерен больше для сосудов и является 
фактором тромбообразования, а закручивающийся 
физиологичен и наблюдается в сердце [17, 18].

Впервые в 2000 г. в исследовании P.J. Kilner и 
коллег с помощью метода «магнитно-резонансного 
фазового картирования скорости» было продемон-

стрировано, что в правом предсердии при поступле-

нии потоков крови в полость предсердия из верхней 
и нижней полых вен наблюдалось закручивание дан-

ных потоков в направлении по часовой стрелке. В 
левом же предсердии движение крови из легочных 
вен способствовало суммарному вращательному 
моменту потока крови против часовой стрелки [19]. 
F.M. Callaghan и соавт. (2016) заключили, что обра-

зующиеся вихри в правом предсердии необходимы 
для эффективного наполнения правого желудочка, в 
особенности вихревые образования в полости пред-

сердия обеспечивают непрерывное движение крови 
во время наполнения и опорожнения, сохраняя кине-

тическую энергию текущей жидкости и предотвра-

щая замедление перемещения [20]. В левом предсер-

дии во время систолы желудочков при поступлении 
крови из легочных вен образуется вихревой поток, 
который далее в фазу быстрого наполнения желу-

дочков гасится с последующим образованием вто-

ричного транзиторного предсердного вихревого по-

тока, способствующего ускоренному поступлению 
крови в левый желудочек в систолу предсердий [21]. 
При обследовании пациентов, у которых наблюдает-

ся образование вихревых потоков, было обнаружено 
меньше органических заболеваний сердца, а также у 
них был меньший объем левого предсердия и лево-

го желудочка по сравнению с лицами без вихревых 
потоков [22]. Таким образом, наличие образования 
вихревых потоков является нормальным физиологи-

ческим процессом. Однако в исследованиях влияние 
ушек предсердий на образование вихревых потоков 
не проанализировано в достаточной степени, что 
требует подробного разбора функциональной анато-

мии данной структуры.

Особенности гемодинамики в ушке левого 
предсердия

Ушко левого предсердия является пальцевид-

ным выступом от полости левого предсердия и 
наиболее часто расположено между передней и 

боковой стенкой левого предсердия [23]. Ушко ле-

вого предсердия активно сокращается за счет гре-

бенчатых мышц, расположенных на внутренней 
поверхности, обеспечивая при этом адекватный 
поток крови внутри ушка [24, 25]. Кровоток в по-

лости ушка левого предсердия при исследовании 
методом эхокардиографии в норме описывается как 
четырехфазный:

1) ранняя диастолическая фаза изгнания, ко-

торая предположительно возникает в результате 
падения давления в левом предсердии при откры-

тии митрального клапана, а также при пассивном 
внешнем сдавлении ушка наполняющимся левым 
желудочком;

2) поздняя диастолическая фаза изгнания, воз-

никающая после зубца P на электрокардиограмме, 
служащая результатом активного сокращения ушка;

3) диастолическая фаза наполнения ушка, ко-

торая возникает сразу после сокращения ушка и 
является результатом комбинированных эффектов 
расслабления и упругости;

4) «фаза систолических отражательных волн», 
функциональное значение которых не до конца из-

учено [26].
В доступной литературе нам удалось найти 

исследование, выполненное L.T. Zhang и M. Gay 
(2008), в котором с помощью компьютерного мо-

делирования подробно проанализирована функци-

ональная роль левого предсердия при наличии и 
отсутствии ушка левого предсердия. Компьютер-

ное моделирование показало, что предсердие с уш-

ком создает более сильные вихри вблизи отверстия 
ушка. В начале ранней диастолы при открытии 
митрального клапана в предсердии с ушком раз-

вивается больше вихрей. Предсердие без ушка, в 
сравнении с предсердием с ушком, имеет несколь-

ко более слабые вихри, которых, кроме того, мень-

ше [27]. A.V. Agafonov с соавт. (2021) считают, что 
образующиеся вихри при сокращении ушка левого 
предсердия обеспечивают непрерывное движение 
рабочего объема крови в левом предсердии в фазу 
медленного наполнения левого желудочка, а также 
при сокращении ушка увеличиваются азимуталь-

ная скорость и динамический градиент давления, 
что повышает скорость притока крови через легоч-

ные вены [28]. 
Таким образом, с учетом результатов данных 

исследований можно подтвердить гипотезу о соз-

дании закрученного потока крови при сокращении 
ушка левого предсердия. Однако остается неяс-

ным, являются ли вихри, создаваемые сокращени-

ем ушка, факторами тромбообразования.

Гемодинамика в ушках предсердий при фи-
брилляции предсердий

Как уже отмечено выше, ушко левого предсер-

дия является самым частым местом тромбообразо-
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вания при ФП. В ушке правого предсердия также 
возможно образование тромбов при ФП, приводя-

щее к тромбоэмболии легочной артерии [29]. 
К основным факторам тромбообразования в 

ушке левого предсердия при ФП относятся застой 
крови, ремоделирование ушка при ФП, приводя-

щее к расширению ушка и гипотрофии гребенча-

тых мышц, и сложная вариативная форма анато-

мии ушка [30–32]. K. Shinoda и коллеги (2016) вы-

делили еще один фактор тромбообразования – ко-

личество и строение гребенчатых мышц. В ушке 
правого предсердия большинство гребенчатых 
мышц связаны друг с другом и образуют «ден-

дритный вид», в отличие от ушка левого предсер-

дия, для которого такое строение не характерно. 
Отмечено, что гребенчатых мышц в ушке правого 
предсердия меньше, чем в ушке левого предсер-

дия, что может объяснять низкую частоту тромбо-

образования в нем [33]. 
ФП влияет на гемодинамику в предсердиях, 

приводя к застою крови в ушке левого предсердия 
и последующему тромбообразованию [34]. Как 
описано выше, сокращения ушка левого пред-

сердия создают вихри, но при синусовом ритме 
во время систолы предсердий большинство вих-

ревых потоков с массой крови смещается в же-

лудочек [27]. При ФП же в течение всего сердеч-

ного цикла появляется больше вихрей. Во время 
ранней диастолы вихри, образующиеся во время 
систолы, остаются, сохраняя свою силу и коли-

чество. Далее некоторые вихри перераспределя-

ются, в то время как другие остаются на первона-

чальном месте. В конце диастолы вихри остаются 
в предсердии, не будучи эффективно смыты в же-

лудочек из-за отсутствия сокращения предсердия. 
Когда митральный клапан закрывается, эти вихри 
остаются, хотя их сила и уменьшается. При ФП 
снижается сократительная функция ушка левого 
предсердия, что не позволяет эффективно вымы-

вать вихри и приводит впоследствии к застою 
крови [27, 35]. Не менее важным фактором явля-

ется то, что при ФП происходит ремоделирование 
ушка левого предсердия, а именно расширение и 
растяжение ушка и уменьшение объема гребенча-

тых мышц в дополнение к эндокардиальному фи-

броэластозу [36].
Значимыми при изучении условий гемодина-

мики являются результаты, полученные группой 
авторов во главе с J. Garcia (2019). Установлено, 
что размер вихрей у пациентов с ФП в раннюю 
диастолу был значительно больше, чем у здоро-

вых лиц. Крупные вихревые потоки наблюдались 
у пациентов с дилатацией левого предсердия, что 
в совокупности со сниженной сократимостью 
приводило к застою крови. Также продемонстри-

рована корреляция размеров вихревых потоков с 
увеличением возраста, выраженностью ремоде-

лирования левого предсердия и со шкалой риска 
CHA2DS2-VASc [37].

Гемодинамика в анатомических вариациях 
строения ушка левого предсердия

Согласно наиболее распространенной классифи-

кации, разработанной L. Di Base с соавт. (2012), вы-

деляют следующие формы ушка левого предсердия: 
1) «кактус» – одна доминирующая центральная 

доля, от которой вверх и вниз отходят доли по-

меньше; 
2) «куриное крыло» – изгиб в средней или прок-

симальной части ушка;
3) «ветроуказатель» – вытянутое ушко;
4) «цветная капуста» – сложное внутреннее 

строение и большое количество долей [38].
Наиболее простые формы ушка (без допол-

нительных долей) ассоциируются с меньшей ча-

стотой тромбоза [39]. В исследовании G.M. Bosi 
и коллег (2018) с использованием компьютерно-

го моделирования установлено, что лучше всего 
кровь элиминировалась из ушка формы ветроука-

зателя, в отличие от ушка с формой цветной ка-

пусты, что свидетельствует о более высоком ри-

ске тромбообразования при данной форме [40]. 
Данные исследования I.M. Khurram с соавт. (2013) 
подтверждают, что ушки, имеющие форму цвет-

ной капусты или приближенную к ней, из-за на-

личия маленьких долей и толстых гребенчатых 
мышц являются независимыми факторами тром-

бообразования у пациентов с ФП [41]. Однако сле-

дует отметить, что в других работах сообщается 
об уменьшении объема гребенчатых мышц при 
ФП [36]. В доступной нам литературе не удалось 
найти исследований, содержащих описание влия-

ния разных морфологических форм ушка левого 
предсердия на создание закрученного движения 
крови в левом предсердии. Тем не менее, напри-

мер в исследовании A. Masci и коллег (2019), в 
котором выполнено моделирование и оценка вли-

яния разных форм ушка при ФП на гемодинамику, 
продемонстрировано, что при ФП не извилистые 
формы ушка с небольшой длинной меньше всего 
подвержены застою крови, при этом в них возни-

кали вихревые потоки с большей величиной, чем 
в извилистых формах ушек [42].

Обсуждение
Активное развитие кардиологии и появление 

новых способов визуализации внутриполостного 
кровотока в сердце дает возможность для более 
подробного рассмотрения гидродинамических за-

кономерностей и условий движения крови в пред-

сердиях и желудочках как в норме, так и при раз-

личных заболеваниях, способствующих внутри-

полостному тромбообразованию. Классические 
теории, согласно которым выделяют ламинарный 
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и турбулентный виды кровотока, не позволяют 
ответить на ряд вопросов, связанных с ролью 
внутренних структур в организации потоков кро-

ви и индивидуальной предрасположенностью к 
тромбообразованию. Результаты многочисленных 
исследований показали, что в сердце наблюдает-

ся образование вихревых потоков крови [19–21]. 
Данный тип кровотока получил название «закру-

чивающийся», или «спиральный», и в отличие от 
турбулентного кровотока сосудов является физи-

ологичным, так как обеспечивает эффективное 
сохранение кинетической энергии крови во время 
сердечного цикла [43]. 

Проанализировав доступную литературу, мы 
пришли к выводу, что гребенчатые мышцы, кото-

рые располагаются на внутренней поверхности 
ушек предсердий, сокращаясь, не только способ-

ствуют сокращению ушек предсердий, но и бла-

годаря сложному геометрическому расположению 
в ушках – созданию закрученного потока крови. 
Остается неизученной физиологическая роль обра-

зующегося закрученного потока крови, но некото-

рые авторы считают, что данный поток обеспечива-

ет непрерывное движение рабочего объема крови 
в левом предсердии, повышая скорость притока 
крови через легочные вены [28]. В условиях ФП 
углубления между гребенчатыми мышцами стано-

вятся местами, предрасположенными к образова-

нию тромбов из-за низких скоростей потока кро-

ви и турбулентности. Следовательно, гребенчатые 
мышцы способствуют как нормальной гемодина-

мике предсердий, так и являются фактором тром-

бообразования в патологических условиях. 
Тем не менее представленные в литературе 

данные не позволяют точно ответить на следую-

щие вопросы: каким образом анатомические ва-

риации ушка левого предсердия влияют на созда-

ние закрученных потоков при синусовом ритме; 
какова функциональная роль закручивающегося 
потока, создаваемого гребенчатыми мышцами и 
ушком левого предсердия; какое влияние оказыва-

ют гребенчатые мышцы на гемодинамику в пра-

вом предсердии и его ушке. Ответы на данные во-

просы и подтверждение гипотез, вероятнее всего, 
позволят разработать новые диагностические си-

стемы и критерии в кардиологии, а также создать 
анатомо-физиологически обоснованные протезы 
клапанов для нужд кардиохирургии с учетом ин-

дивидуальных гидродинамических закономерно-

стей кровотока.
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Основные положения
• Создание отечественного банка стандартизированных культур эндотелиальных клеток раз-

личных направлений дифференцировки (артериальной, венозной, микрососудистой, клапанной и 
лимфатической) и импортозамещенного технологического процесса для работы с ними является 
ключевой задачей для обеспечения возможности изучения физиологии эндотелия.

• Основная прикладная задача физиологии эндотелия включает культуральное и молекулярное 
обоснование выбора наилучшего источника аутологичных эндотелиальных клеток с наиболее 
высоким регенеративным (в частности пролиферативным и ангиогенным) потенциалом.

• Методология исследования физиологии эндотелиальных клеток в нормальных и патологиче-
ских условиях состоит из оценки их пролиферативных и ангиогенных свойств, а также анализа 
молекулярного профиля.

АКТУАЛЬНЫЕ ПРОБЛЕМЫ МЕТОДОЛОГИИ ИЗУЧЕНИЯ НОРМАЛЬНОЙ 
И ПАТОЛОГИЧЕСКОЙ ФИЗИОЛОГИИ ЭНДОТЕЛИАЛЬНЫХ КЛЕТОК 

В КУЛЬТУРЕ

Резюме

Одной из основных целей изучения физиологии эндотелия является разработка 
биомедицинского клеточного продукта в виде аутологичных эндотелиальных 
клеток с высоким регенеративным потенциалом для стимуляции ангиогене-
за в ишемизированных тканях, а также для покрытия ими тканеинженерных 
конструкций (к примеру, сосудистых протезов) для их эндотелизации перед 
имплантацией в организм человека. В данном обзоре рассматриваются основ-
ные прикладные аспекты физиологии эндотелия, направленные на достижение 
данных целей, а именно: выбор источника эндотелиальных клеток для моде-
лирования различных патологических процессов и регенеративной медицины, 
создание банка стандартизированных линий эндотелиальных клеток с различ-
ными направлениями дифференцировки для повышения эффективности дан-
ного моделирования, способы обеспечения адгезии, устойчивой пролиферации 
и физиологического функционирования первичных эндотелиальных клеток в 
культуре, а также методология оценки пролиферативной и ангиогенной актив-
ности в контексте анализа устойчивости эндотелиальных клеток к внешним 
воздействиям. В процессе обсуждения обосновывается необходимость срав-
нительного анализа регенеративных свойств микрососудистых эндотелиаль-
ных клеток из подкожной жировой ткани, колониеформирующих эндотели-
альных клеток из периферической венозной крови и эндотелиальных клеток, 
дифференцированных из индуцированных плюрипотентных стволовых кле-
ток. Отдельно рассматривается текущее состояние процесса импортозамеще-
ния различных компонентов технологий работы с эндотелиальными клетками 
(стандартизированных клеточных линий, функционального белкового покры-
тия и трехмерного матрикса для оценки ангиогенеза, питательных сред для 
выделения, культивирования и проведения экспериментов с эндотелиальными 
клетками, иных реагентов для выделения и субкультивирования эндотелиаль-
ных клеток, культуральной посуды, антител для проточно-цитометрического и 
флюоресцентно-микроскопического иммунофенотипирования). Анализируют-
ся перспективы импортозамещения недостающих звеньев работы: ряда линий 
эндотелиальных клеток, магнитных бус с иммобилизованными антителами для 
их выделения, конъюгированных с различными флюорофорами антител.
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Highlights
• The creation of a domestic bank of standardized endothelial cell cultures (arterial, venous, 

microvascular, valvular, and lymphatic lineages) and the development of an import-substituting 
technological process for working with them is a key task to enable next-generation endothelial 
physiology studies.

• The cultural and molecular justification for selecting the best source of autologous endothelial cells 
with the highest regenerative potential (in particular in context of their proliferative and angiogenic 
capacities) represents a primary task for endothelial physiology.

• The research methodology for studying endothelial cell physiology under normal and pathological 
conditions includes assessing their proliferative and angiogenic properties and molecular profiling.

Abstract

One of the primary goals in studying endothelial physiology is the development 
of a biomedical cell product in the form of autologous endothelial cells with high 
regenerative potential. These cells would be used to stimulate angiogenesis in 
ischemic tissues and to coat tissue-engineered constructs (such as vascular grafts) 
for their endothelialization prior to implantation into the human body. This review 
examines the key applied aspects of endothelial physiology aimed at achieving 
these objectives, including the selection of endothelial cell sources for modeling 
various pathological processes and regenerative medicine, the creation of a bank 
of standardized endothelial cell lines with various differentiation directions to 
enhance the effectiveness of this modeling, methods to ensure adhesion, sustained 
proliferation, and physiological functioning of primary endothelial cells in culture, 
as well as the methodology for assessing proliferative and angiogenic activity in 
the context of analyzing endothelial cell resistance to external influences. The 
discussion emphasizes the need for a comparative analysis of the regenerative 
properties of microvascular endothelial cells from subcutaneous adipose tissue, 
colony-forming endothelial cells from peripheral venous blood, and endothelial 
cells differentiated from induced pluripotent stem cells. Additionally, the current 
state of import substitution for various components of endothelial cell technology is 
reviewed, including standardized cell lines, functional protein coatings, and three-
dimensional matrices for angiogenesis assessment, culture media for isolation, 
cultivation, and experimentation with endothelial cells, as well as other reagents 
for the isolation and subculturing of endothelial cells, culture dishes, and antibodies 
for flow cytometric and fluorescent microscopic immunophenotyping. The review 
also analyzes the prospects for import substitution of missing components, such as 
certain endothelial cell lines, magnetic beads with immobilized antibodies for their 
isolation, and antibodies conjugated with various fluorophores.

Keywords Endothelial cells • Proliferation • Angiogenesis • Regenerative medicine • Cell 
culture medium • Immunophenotyping • Import substitution industrialization
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Изучение нормальной и патологической фи-
зиологии эндотелия: эндотелиальные клетки 
пупочной вены человека или подбор эндотели-
альных линий в соответствии с направленно-
стью экспериментов?

Моделирование физиологических или патологи-

ческих процессов подразумевает воспроизведение 
или максимально возможное приближение к усло-

виям, наблюдаемым в организме человека. В лабо-

раторной практике, однако, данный принцип со-

блюдается далеко не всегда в силу затруднительно-

сти получения различных компонентов модельных 
систем или возможности замещения более сложных 
компонентов их более простыми аналогами. В част-

ности, при моделировании связанных с эндотелием 
процессов возникает вопрос о целесообразности 
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использования первичных артериальных, взрос-

лых венозных и микрососудистых эндотелиальных 
клеток, для получения которых необходим интрао-

перационный или аутопсийный материал. В каче-

стве примеров хирургических вмешательств для 
прижизненного выделения эндотелиальных клеток 
можно выделить коронарное шунтирование, в про-

цессе которого становится возможным одновре-

менное извлечение сегментов большой подкожной 
вены, внутренней грудной или лучевой артерий, а 
также фрагментов подкожной и эпикардиальной 
жировой ткани, содержащих большое количество 
микрососудов. Другими подходящими для этой 
цели хирургическими вмешательствами являются 
каротидная эндартерэктомия (в результате которой 
становится возможным получать сегменты сонных 
артерий), удаление варикозно расширенных вен 
(флебэктомия), а также протезирование аортально-

го или митрального клапанов сердца. Тем не менее 
получаемый в результате данных хирургических 
вмешательств биоматериал естественным образом 
доступен исключительно для лабораторий, непо-

средственно находящихся в соответствующих ме-

дицинских центрах. Кроме того, при выполнении 
указанных операций не всегда удается получить 
достаточное для выделения эндотелиальных кле-

ток количество биоматериала, так как в ряде слу-

чаев удается забрать лишь короткие сегменты со-

судов или малое количество жировой ткани. Неко-

торые из приведенных оперативных вмешательств 
(каротидная эндартерэктомия, флебэктомия, проте-

зирование клапанов сердца) по определению под-

разумевают удаление исключительно пораженных 
патологическим процессом сосудов, что лишает 
исследователей возможности выделения эндотели-

альных клеток в их физиологическом состоянии. 
Следует отметить, что выделяемые из таких тканей 
линии эндотелиальных клеток (в частности, эндо-

телиальные клетки аортального клапана человека) 
активно используются в научных исследованиях и 
не имеют выраженных недостатков при культиви-

ровании в сравнении с эндотелиальными клетками, 
выделяемыми из относительно неизмененных со-

судов (внутренняя грудная артерия, большая под-

кожная вена, сосуды микроциркуляторного русла 
подкожной или эпикардиальной жировой ткани).

В то же время подобных проблем лишено ис-

пользование пупочной вены человека, которая вы-

деляется из отсекаемой в процессе родов пуповины 
и по этой причине является относительно легкодо-

ступным биоматериалом; кроме того, длины пупо-

вины и пупочной вены достаточно для выделения 
значительного количества эндотелиальных кле-

ток [1–3]. Протоколы выделения эндотелиальных 
клеток пупочной вены человека (human umbilical 
vein endothelial cells, HUVEC) детально описаны 
в литературе и обладают высокой стандартизиру-

емостью, что делает процесс менее зависимым от 
оператора и легко внедряемым в лаборатории вне 
зависимости от их специализации [1–3]. По этим 
причинам именно эндотелиальные клетки пупоч-

ной вены человека являются наиболее широко при-

меняемой популяцией эндотелиальных клеток при 
исследованиях биоматериалов [4], болезней систе-

мы кровообращения [5] и в целом при изучении 
биологии эндотелия [6, 7]. Большинство россий-

ских лабораторий, занимающихся биологией эндо-

телия, также использует для своих экспериментов 
эндотелиальные клетки пупочной вены человека. 
Кроме того, фактическое отсутствие возможности 
поставок артериальных и микрососудистых эндо-

телиальных клеточных линий из-за рубежа в силу 
логистических сложностей временно замедлило их 
распространение в России. 

Недостатки использования эндотелиальных кле-

ток пупочной вены человека заключаются в первую 
очередь в несоответствии их физиологии таковой 
у клеток человека во взрослом возрасте (и тем бо-

лее при различных патологических состояниях). В 
процессе жизни соматические клетки неминуемо 
накапливают геномные и эпигенетические моди-

фикации, о чем свидетельствуют доказанные раз-

личия молекулярного профиля гематопоэтических 
клеток-предшественников [8], фибробластов [9] и 
эндотелиальных клеток [10, 11], при этом колоние-

формирующие эндотелиальные клетки различают-

ся даже при выделении из периферической крови у 
доношенных и недоношенных младенцев [12]. При 
этом данные и подобные им работы весьма убеди-

тельно показывают, что эндотелиальные клетки, 
полученные от субъектов различного возраста, 
сохраняют определенные различия даже вне дви-

жения потока крови [10–12]. Степень глобальной 
молекулярной гетерогенности между неонаталь-

ными и взрослыми венозными эндотелиальными 
клетками и ее функциональные последствия оста-

ются неясными. В силу фактического отсутствия 
возможности получения неонатальных и взрослых 
эндотелиальных клеток от одного и того же субъ-

екта (особенно с учетом необходимости хранения 
неонатальных клеток на протяжении 50–60 лет), а 
также естественного отсутствия пупочной вены во 
взрослом возрасте их прямое и объективное срав-

нение достаточно затруднительно. Более реальной 
задачей представляется сравнение молекулярных 
профилей эндотелиальных клеток пупочной вены 
человека с эндотелиальными клетками большой 
подкожной вены пациентов, перенесших коронар-

ное шунтирование. В таком сценарии используе-

мый для шунтирования сегмент большой подкож-

ной вены является относительно интактным (в 
отличие от аналогичных сегментов вен, получае-

мых при флебэктомии) и более сопоставимым с не 
пораженной никаким патологическим процессом 
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пупочной веной. Влияние межиндивидуальной 
вариабельности линий эндотелиальных клеток на 
результат в данном случае, однако, исключить воз-

можным не представляется.
Методология такого исследования, как и в це-

лом методология изучения гетерогенности эндо-

телиальных клеток, остается предметом активных 
дискуссий [13–18]. Полнотранскриптомное секве-

нирование с последующей верификацией методом 
количественной полимеразной цепной реакции 
после обратной транскрипции является наиболее 
популярным методом изучения молекулярной ге-

терогенности эндотелия в силу сочетания техни-

ческой возможности глобального анализа генной 
экспрессии, относительно высокой доступности 
и приемлемой стоимости. В то же время суще-

ственные различия между количеством и соста-

вом дифференциально экспрессируемых молекул 
в транскриптомных и протеомных исследованиях 
ограничивают реальную функциональную значи-

мость анализа транскриптома (в том числе единич-

ных клеток). Несмотря на очевидное преимуще-

ство полнотранскриптомного анализа для оценки 
молекулярной эволюции, мерой которой служит 
расстояние при анализе методом главных компо-

нент и дискриминантном анализе, а также количе-

ство дифференциально экспрессированных генов, 
данный метод не позволяет в полной мере оценить 
патофизиологические последствия молекулярной 
гетерогенности эндотелия в силу слабой корреля-

ции с данными масс-спектрометрического анализа, 
мультиплексного иммунофлюоресцентного анали-

за на основе магнитных микросфер, дот-блот-про-

филирования классического иммуноблоттинга и 
иммуноферментного анализа. В отличие от пол-

нотранскриптомного анализа все указанные ме-

тоды анализа белков не позволяют в полной мере 
оценить молекулярную эволюцию вследствие огра-

ниченной чувствительности (coverage), однако по-

зволяют провести функциональный анализ послед-

ствий молекулярной гетерогенности. Ключевым 
преимуществом методом белкового анализа над 
транскриптомным в эндотелиальном контексте яв-

ляется возможность анализа клеточного секретома, 
поскольку большинство эффектов эндотелиальных 
клеток обусловлено молекулами, секретируемыми 
ими в микроокружение и системный кровоток. Ве-

роятно, оптимальной методологией для сравнения 
физиологии венозных эндотелиальных клеток в 
неонатальном и взрослом возрасте является соче-

тание полнотранскриптомного и масс-спектроме-

трического анализа либо полнотранскриптомного 
анализа и мультиплексного иммунофлюоресцент-

ного анализа на основе магнитных микросфер либо 
дот-блот-профилирования.

В продолжение дискуссии о гетерогенности эн-

дотелия in vitro следует сказать, что его объектив-

ное изучение затруднено вследствие: 1) сложности 
успешного выделения нескольких клеточных ли-

ний от одного и того же пациента; 2) различной 
эффективности такого выделения (количеством 
успешно выделенных на первом пассаже эндотели-

альных клеток); 3) различной пролиферативной ак-

тивности эндотелиальных клеток на первых пасса-

жах (которая в первую очередь определяется долей 
эндотелиальных клеток с высоким прогениторным 
потенциалом в составе выделенных клеток); 4) 
различного соотношения эндотелиальных клеток 
и фибробластов (определяющего необходимость 
реселекции и количество ее повторов для очистки 
культуры); 5) рассинхронизации темпов клеточ-

ного старения вследствие различного количества 
изначально выделенных эндотелиальных клеток, 
количества раундов реселекции и делений, которые 
необходимо совершить эндотелиальным клеткам 
для достижения конфлюэнтности и наращивания 
необходимого количества клеток для проведения 
эксперимента. Указанные факторы в действитель-

ности являются артефактами выделения эндоте-

лиальных клеток и не имеют отношения к их гете-

рогенности in vivo (в дополнение к естественным 
гемодинамическим различиям, сопровождающим 
жизнедеятельность различных эндотелиальных 
клеток). Кроме того, остается туманной степень из-

менений эндотелиальной физиологии в зависимо-

сти от количества совершенных эндотелиальными 
клетками делений или выполненных при их куль-

тивировании пассажей при отсутствии каких-либо 
внешних воздействий. Объективное исследование 
данного аспекта является возможным при помощи 
измерения генной экспрессии после трипсиниза-

ции клеток с их частичным лизисом для выделения 
РНК и частичным субкультивированием (пассиро-

ванием или пересевом). Следует отметить, что и та-

кой дизайн исследования не лишен недостатков: в 
частности, время трипсинизации и эффективность 
снятия эндотелиальных клеток с функционального 
белкового покрытия или культурального пластика 
неминуемо различается при различных пассажах 
независимо от их порядкового номера. 

Следует подчеркнуть неопровержимость того 
факта, что гемодинамические параметры потока 
(ламинарный и турбулентный поток в различных 
сосудистых сегментах), газовый состав крови (ар-

териальная, капиллярная, венозная) и иные метабо-

лические аспекты (к примеру, различная насыщен-

ность жирными кислотами в зависимости от сег-

мента сосудистого русла) in vivo, а также условия 
культивирования in vitro (статическое или динами-

ческое, двух- или трехмерное культивирование, на 
культуральном пластике или на различных видах 
функционального белкового покрытия, в присут-

ствии или отсутствие различных культуральных 
добавок) модулируют физиологию эндотелиаль-
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ных клеток и определяют свойства конечного кле-

точного продукта. Остается неясным, существует 
ли некая безусловная гетерогенность различных 
типов эндотелиальных клеток независимо от внеш-

них обстоятельств, а также техническая возмож-

ность ее определения.
Выходом из дилеммы между повсеместным 

использованием эндотелиальных клеток пупоч-

ной вены человека и индивидуальным подбором 
эндотелиальных клеточных линий в зависимости 
от проводимого эксперимента может стать созда-

ние в России банка стандартизированных линий 
эндотелиальных клеток, аналогичного таковым у 
крупных научно-производственных компаний (Cell 
Applications, PromoCell, Lonza Bioscience и др.). 
Наличие коллекции чистых линий различных арте-

риальных, венозных, микрососудистых, клапанных 
и лимфатических эндотелиальных клеток (с чисто-

той от ≥ 98 до ≥ 99,5%) на относительно раннем 
пассаже (то есть с большим запасом клеточных де-

лений до окончательной потери пролиферативной 
активности) могло бы удовлетворить эксперимен-

тальные необходимости российских исследовате-

лей и привести in vitro моделирование физиологии 
и патофизиологии эндотелия к мировым стандар-

там. В частности, для изучения нормальной и па-

тологической физиологии эндотелия (в том числе 
для моделирования паракринных взаимодействий 
эндотелиальных клеток с расположенными в непо-

средственной близости клеточными популяциями) 
депонированию в таком банке подлежат эндотели-

альные клетки:
1) коронарной, сонной и бедренной артерий (для 

изучения атеросклероза соответствующих сосуди-

стых бассейнов);
2) аорты (для изучения аортального атероскле-

роза и аневризм грудного и брюшного отделов); 
3) легочной артерии (для исследования легоч-

ной артериальной гипертензии);
4) внутренней грудной артерии и большой под-

кожной вены (для исследования состояния относи-

тельно интактного эндотелия во взрослом возрасте 
перед коронарным шунтированием);

5) сосудов микроциркуляторного русла различ-

ного происхождения, наиболее легкодоступны из 
которых сосуды микроциркуляторного русла жиро-

вой ткани. Среди патофизиологически важных со-

судов микроциркуляторного русла особенно важно 
выделить микрососуды сетчатки, поражаемые при 
диабетической ретинопатии, и микрососуды почек, 
поражаемые при диабетической нефропатии;

6) пупочной вены (по вышеуказанным причинам);
7) аортального и митрального клапанов сердца 

(для изучения приобретенных пороков сердца);
8) лимфатических сосудов (для изучения состо-

яния эндотелия при инфекционных заболеваниях и 
злокачественных новообразованиях).

Выделение и культивирование первичных 
эндотелиальных клеток для создания коллек-
ции стандартизированных культур: приклад-
ные аспекты

Как уже отмечено, депонирование клеточных 
культур в вышеописанную коллекцию подразу-

мевает их ранний пассаж (что в первую очередь 
определяется количеством и состоянием биомате-

риала для выделения) и ультравысокую (≥ 99,5%) 
либо высокую (≥ 98%) чистоту культуры для от-

сутствия влияния иных клеточных популяций 
(прежде всего фибробластов) на результат экспе-

римента. В процессе культивирования эндотели-

альных клеток чистота этой культуры постепен-

но повышается при помощи их реселекции на 
магнитных бусинах, несущих антитела к одному 
из наиболее обильных эндотелиальных маркеров 
– CD31/PECAM1, что в конечном счете позво-

ляет получать от некоторых доноров культуры 
ультравысокой чистоты. Иммунофенотипирова-

ние эндотелиальных клеток методом проточной 
цитометрии подразумевает использование ан-

тител к нескольким антигенам, в числе которых 
маркеры зрелых эндотелиальных клеток CD31/
PECAM1 и CD146/MCAM, CD34 (маркер проге-

ниторных клеток) и CD90 (маркер мезенхималь-

ных клеток, доля экспрессии которого отражает 
количество фибробластов и клеток в состоянии 
эндотелиально-мезенхимального перехода). При 
такой комбинации антител клетки с положитель-

ной экспрессией CD31 и CD146 и отрицательной 
экспрессией CD90 (CD31+CD146+CD90–) име-

ют истинный эндотелиальный фенотип, клетки 
с положительной экспрессией всех указанных 
маркеров (CD31+CD146+CD90+) – фенотип эндо-

телиально-мезенхимального перехода, а клетки с 
отрицательной экспрессией CD31 и CD146 и по-

ложительной экспрессией CD90 (CD31–CD146–

CD90+) – мезенхимальный фенотип. Экспрессия 
CD34 в данном контексте опциональна (поскольку 
данный маркер экспрессируется во многих клет-

ках-предшественниках, а не только в эндотелиаль-

ных прогениторных клетках), однако ее определе-

ние позволяет провести ассоциативный или кор-

реляционный анализ этого параметра с пролифе-

ративной активностью культуры (оцененной при 
помощи колориметрических микропланшетных 
тестов с использованием водорастворимых солей 
тетразолия типа WST-8). 

Помимо собственно эндотелиального фенотипа 
коллекционные культуры также должны обладать 
высокой пролиферативной активностью в течение 
длительного времени для получения достаточной 
для экспериментов клеточной массы. Как правило, 
эндотелиальные клетки культивируют на функци-

ональном покрытии из желатина или фибронекти-

на (с возможной сменой фибронектина непосред-
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ственно после выделения эндотелиальных клеток 
на желатин для последующей пролиферации и 
наращивания клеточной массы), поскольку дан-

ные белки в большом количестве присутствуют в 
составе базальной мембраны, относительно легко-

доступны для выделения и недороги в получении. 
Тем не менее существует потребность в исследова-

нии молекулярного профиля эндотелиальных кле-

ток, культивируемых и на более дорогих и менее 
доступных белковых покрытиях (ателоколлаген 
I типа из хвостовых сухожилий мыши и крысы 
либо сухожилий свиньи и быка, коллаген I типа из 
плаценты человека, коллаген IV типа из плаценты 
быка и человека, ламинин из плаценты быка и че-

ловека), а также на фибронектине из плазмы крови 
крысы, быка и человека в сравнении с желатином. 
Помимо собственно пролиферативной активности 
(определяемой посредством инкубации с водорас-

творимыми солями тетразолия или биоимпендан-

сометрии) и визуальных характеристик культуры 
(детектируемых при помощи фазово-контрастной 
микроскопии или микроскопии в проходящем све-

те) представляется актуальным проводить анализ 
генной экспрессии с целью измерения экспрессии 
провоспалительных молекул (цитокинов и рецеп-

торов клеточной адгезии) и транскрипционных 
факторов эндотелиально-мезенхимального перехо-

да. Важно отметить, что данное исследование едва 
ли приведет к принципиальным изменениям в уже 
существующей культуральной практике, однако 
может повлиять на последовательность использо-

вания различных функциональных покрытий или 
на выбор источника происхождения того или иного 
белка базальной мембраны. Культуры клеток уль-

травысокой чистоты (≥ 99,5%) в зависимости от об-

стоятельств также могут выращиваться на пласти-

ке, однако с целью имитации базальной мембраны 
все же предпочтительнее культивирование на по-

крытии, состоящем из основных белков базальной 
мембраны (желатина и фибронектина).

Ключевым фактором, определяющим скорость 
и стабильность культивирования эндотелиальных 
клеток, является питательная среда. В состав пита-

тельной среды для культивирования эндотелиаль-

ных клеток входит собственно основа (содержащая 
аминокислоты, витамины, неорганические соли и 
энергетические субстраты (в том числе глюкозу), 
фетальная бычья сыворотка, факторы роста, куль-

туральные добавки (в частности пируват натрия и 
гидрокортизон), буферный раствор HEPES, анти-

биотики и антимикотик. При этом в зависимости 
от эксперимента концентрации указанных компо-

нентов среды могут существенно варьировать для 
индукции эндотелиальной дифференцировки, обе-

спечения устойчивой и быстрой пролиферации или 
поддержания жизнеспособности в отсутствие сы-

воротки крови для последующего анализа клеточ-

ного секретома. В силу коммерческих наименова-

ний данных сред анализировать возможный дизайн 
исследования по сравнению их эффективности с 
позиции выбора экспериментальных групп пред-

ставляется достаточно затруднительным. Методо-

логия такого исследования может быть достаточно 
схожей с применяемой при сравнительном анализе 
функциональных белковых покрытий (тест на ин-

тенсивность клеточной пролиферации и метабо-

лизма с использованием водорастворимых солей 
тетразолия, биоимпедансометрия, динамический 
мониторинг по временным точкам при помощи 
фазово-контрастной микроскопии, анализ генной 
экспрессии).

Отдельно стоит рассмотреть проблемы выделе-

ния колониеформирующих эндотелиальных кле-

ток из периферической венозной крови человека, 
которые потенциально являются одним из наибо-

лее многообещающих источников эндотелиаль-

ных клеток для регенеративной медицины [19–24]. 
Успешность выделения данной клеточной по-

пуляции, которая в конечном счете приобре-

тает классический эндотелиальный фенотип 
CD31+CD146+CD90– (с опциональной экспресси-

ей белка CD34), определяется рядом факторов; к 
примеру, ранее было показано, что вероятность 
выделения данных клеток существенно повыша-

ется при выделении из крови, взятой интраопера-

ционно в процессе чрескожного коронарного вме-

шательства или непосредственно после него [25]. 
Вероятно, причиной этому является слущивание 
эндотелиальных клеток в просвет кровеносного 
сосуда и, соответственно, их попадание в цирку-

лирующий кровоток [25]. При выделении коло-

ниеформирующих эндотелиальных клеток из пе-

риферической венозной крови асимптоматичных 
субъектов успешность процедуры не превышает 
25% (если говорить об итоговом получении куль-

туры клеток высокой или ультравысокой чистоты 
с устойчивой и высокой пролиферативной актив-

ностью), что является недостаточным показателем 
и требует оптимизации компонентов питательной 
среды. Вероятно, решение этой проблемы пред-

ставляет один из наиболее актуальных вызовов в 
разработке и серийном производстве питательных 
сред для культивирования эндотелиальных клеток.

Выбор оптимальной линии эндотелиальных 
клеток для регенеративной медицины: колони-
еформирующие эндотелиальные клетки, микро-
сосудистые эндотелиальные клетки и эндотели-
альные клетки, дифференцированные из инду-
цированных плюрипотентных стволовых клеток

Конечная цель исследования физиологии эн-

дотелия заключается в создании биомедицинских 
клеточных продуктов для прямой цитотерапии и 
тканеинженерных медицинских изделий нового 
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поколения. Основной научно-производственной 
проблемой при достижении данной задачи являет-

ся быстрое получение большого количества ауто-

логичных эндотелиальных клеток, пригодных для 
непосредственного введения в организм пациента 
или к покрытию ими тканеинженерных конструк-

ций [25, 26]. Сосудистые, клапанные или лимфати-

ческие эндотелиальные клетки, активно применя-

емые для изучения различных аспектов нормаль-

ной и патологической физиологии эндотелия, в по-

давляющем большинстве случаев не подходят для 
этой задачи в силу высокой инвазивности вмеша-

тельств, необходимых для извлечения сосудистых 
сегментов. Вероятно, единственным относитель-

но доступным из сосудов для их получения явля-

ется большая подкожная вена, однако ее удаление 
является травматичным вмешательством. Кроме 
того, несмотря на ограниченную эффективность 
венозных кондуитов для коронарного шунтиро-

вания в сравнении с артериальными, отсутствие 
коммерчески доступных клеточнозаселенных тка-

неинженерных сосудистых протезов с доказан-

ной при коронарном шунтировании клинической 
эффективностью не позволяет проводить вмеша-

тельство, направленное на сознательный отказ от 
венозных кондуитов с большой доказательной ба-

зой. Активное развитие технологий клеточного, в 
том числе эндотелиального репрограммирования, 
пока что не привело к практическому результату, 
который бы мог быть транслирован в регенератив-

ную медицину [27–30].
Тем не менее существуют два относительно лег-

кодоступных источника для выделения клеточных 
популяций с большим регенеративным потенциа-

лом: первым, наиболее доступным, является пери-

ферическая кровь, из которой возможно получать 
описанные выше колониеформирующие эндотели-

альные клетки [31, 32], а также моно- и лимфоциты 
для их последующего репрограммирования в ин-

дуцированные плюрипотентные стволовые клетки 
(ИПСК), что ранее неоднократно успешно выпол-

нено российскими учеными [33–36]. Вторым, ме-

нее доступным, является подкожная жировая ткань, 
из которой также возможно относительно мало-

инвазивно выделить различные клеточные попу-

ляции в результате липоаспирации, позволяющей 
получать большой объем биоматериала [37–40]. С 
учетом возможности получения периферической 
крови и подкожной жировой ткани у одного и того 
же субъекта сравнение регенеративного потенциа-

ла колониеформирующих эндотелиальных клеток 
из периферической венозной крови, дифференци-

рованных из ИПСК эндотелиальных клеток и вы-

деленных из подкожной жировой ткани эндотели-

альных клеток представляет собой значительный 
интерес. При этом экстренное наращивание боль-

шой массы эндотелиальных клеток для клиниче-

ских нужд регенеративной медицины возможно 
исключительно в случае их предварительной диф-

ференцировки из ИПСК либо в случае предвари-

тельного выделения из периферической крови или 
подкожной жировой ткани с последующим хране-

нием. В отсутствие заранее сохраненных запасов 
аутологичных эндотелиальных клеток их быстрое 
наращивание теоретически возможно лишь при 
выделении большого количества подкожной жи-

ровой ткани или мононуклеарной фракции крови, 
при этом как минимум первый и второй пассажи 
неизбежно будут достаточно долго достигать кон-

флюэнтности (в случае с колониеформирующими 
эндотелиальными клетками из периферической 
крови) или требовать неоднократной реселекции (в 
случае с эндотелиальными клетками из подкожной 
жировой ткани). Дедифференцировка клеток моно-

нуклеарной фракции крови в ИПСК и получение из 
ИПСК эндотелиальных клеток являются длитель-

ными, затратными и сложными процессами (хотя 
наличие заранее готовых ИПСК частично решает 
эту проблему).

Обогащение популяций эндотелиальных клеток 
для регенеративной медицины в случае необходи-

мости целесообразно осуществлять при помощи 
магнитной сепарации (на магнитных бусах с иммо-

билизованными антиген-специфичными антитела-

ми, к примеру антителами к CD31/PECAM1). Сле-

дует отметить, что применение биомедицинских 
клеточных продуктов (в том числе на основе эндо-

телиальных клеток) в обязательном порядке требу-

ет отсутствия продуктов животного происхожде-

ния в составе технологического процесса их куль-

тивирования (так называемый принцип xeno-free). 
Примерами изменения технологического процесса 
при реализации этого правила являются: 

1. Отсутствие фетальной бычьей сыворотки в 
средах для поддержания пролиферации и мульти-

потентности, а также для направленной дифферен-

цировки мезенхимальных стволовых клеток. В ка-

честве альтернативы используются сыворотка кро-

ви человека, лизат тромбоцитов человека, надоса-

док, полученный из свежезамороженной плазмы 
крови человека, или искусственно воссозданный 
из рекомбинантных белков человека заменитель 
сыворотки крови. Вероятно, аналогичный подход 
должен быть справедлив и для использования био-

медицинских клеточных продуктов на основе эн-

дотелиальных клеток. При этом важно отметить, 
что тромбоцитарный фактор роста не входит в 
состав компонентов питательных сред для культи-

вирования эндотелиальных клеток, следователь-

но, альтернативой фетальной бычьей сыворотке 
является сыворотка крови человека, полученный 
из свежезамороженной плазмы крови надосадок 
(криосупернатант) или искусственно воссоздан-

ный из рекомбинантных белков человека замени-
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тель сыворотки крови. Последний является наи-

более оптимальным вариантом (поскольку лишает 
технологический процесс производства продукта 
какой-либо гетерогенности по аналогии с defined 
medium), однако требует для своего создания по-

ставленного производства рекомбинантных белков 
или их оптовых поставок для обеспечения рента-

бельности процесса изготовления биомедицинско-

го клеточного продукта. 
2. Отсутствие использования гипоталамическо-

го бычьего экстракта (добавляемого в эндотели-

альные питательные среды первого поколения) и 
применение питательных сред с заранее известной 
концентрацией факторов роста и иных культураль-

ных добавок, не содержащих бычьего гипоталами-

ческого экстракта (defined medium, второе поколе-

ние питательных сред для культивирования эндоте-

лиальных клеток).
3. Человеческое происхождение функциональ-

ного белкового покрытия, вследствие чего наибо-

лее подходящим его вариантом при производстве 
биомедицинских клеточных продуктов является 
фибронектин из плазмы крови человека. 

4. Замена трипсина (получаемого из поджелу-

дочной железы быка или свиньи) на ферменты 
беспозвоночных или растительного происхожде-

ния для диссоциации тканей и клеток, протеолиза 
и коллагенолиза, а также ингибирование данных 
ферментов при помощи вышеупомянутого искус-

ственного заменителя сыворотки крови, ингибито-

ра трипсина из плодов сои или сочетания специа-

лизированных ингибиторов.
Соблюдение принципов xeno-free и defined по 

отношению к питательным средам, функциональ-

ному белковому покрытию, сыворотке крови (либо 
к различным ее заменителям), а также диссоциа-

тивно-протеолитическому раствору и его ингиби-

торам в известной степени повышает стоимость 
производства стандартизированных биомедицин-

ских клеточных продуктов в сравнении со стан-

дартным технологическим процессом, принятым в 
научно-исследовательской практике.

Методология сравнительной оценки регенера-

тивного потенциала указанных клеточных популя-

ций в первую очередь должна включать оценку их 
пролиферативной, миграционной и ангиогенной 
активности, поскольку наиболее важной причи-

ной использования аутологичных эндотелиальных 
клеточных популяций в качестве биомедицинских 
клеточных продуктов является восстановление кро-

вотока в ишемизированных тканях. Вероятно, наи-

более подходящим тестом для комбинированной 
оценки пролиферативной и миграционной активно-

сти является scratch assay, при котором посередине 
конфлюэнтной эндотелиальной культуры при помо-

щи специального разреза в крышке культурального 
планшета и соответствующего скребка создается 

геометрически правильный дефект, который да-

лее заполняется эндотелиальными клетками [41]. 
Основным оцениваемым параметром при этом 
является скорость заполнения дефекта эндотели-

альными клетками. Ангиогенная активность эн-

дотелиальных клеток классически оценивается по 
их способности формировать капилляроподобные 
структуры в трехмерном матриксе, состоящем из 
основных белков базальной мембраны: ламинина, 
коллагена IV типа, энтактина и перлекана [42, 43]. 
Кроме того, при оценке регенеративного потен-

циала эндотелиальных клеток принципиальным 
моментом является их устойчивость к внешним 
воздействиям, в частности к различным пуско-

вым факторам дисфункции эндотелия [44, 45]. 
Иными словами, для обеспечения надлежащей 
пролиферации и ангиогенеза эндотелиальные 
клетки должны обладать высокой устойчивостью к 
повышенным концентрациям основных триггеров, 
связанным с коморбидными состояниями: глюкозы 
крови (сахарный диабет), жирных кислот (избы-

точная масса тела и ожирение), мочевины и каль-

ципротеиновых частиц (острое повреждение или 
хроническая болезнь почек). Сохранение высокой 
пролиферативной, миграционной и ангиогенной 
активности при воздействии указанных триггеров 
является одной из ключевых характеристик эндо-

телиальных клеточных популяций, применяемых в 
регенеративной медицине [46–48].

Технологии работы с эндотелиальными 
клетками: обзор текущего состояния товарной 
номенклатуры и перспективы ее импортозаме-
щения

В свете текущих геополитических и макроэко-

номических обстоятельств следует отметить высо-

кую степень импортозамещения технологий рабо-

ты с эндотелиальными клетками, а также высокий 
потенциал к импортозамещению проблемных тех-

нологических звеньев. В этом контексте можно вы-

делить следующие компоненты:
1. Собственно стандартизированные и прошед-

шие пролиферативный и проточно-цитометриче-

ский контроль качества культуры эндотелиальных 
клеток (в частности указанные выше при описании 
соответствующей коллекции). В настоящее время в 
российских лабораториях отработаны технологии 
собственного получения всех типов эндотелиаль-

ных клеток (артериальных, венозных, микрососу-

дистых, клапанных и лимфатических), и вопрос 
выделения линий для каждого конкретного сосуда 
ограничен исключительно потребностями и вре-

менем (проблема заключается скорее в отсутствии 
единой верифицированной и стандартизированной 
коллекции эндотелиальных клеток, чем в техноло-

гических проблемах их получения). 
2. Функциональное белковое покрытие для 
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устойчивой адгезии эндотелиальных клеток (фи-

бронектин, желатин, коллаген и другие белки ба-

зальной мембраны). Данный компонент можно 
отнести к успешно импортозамещенным; в на-

стоящее время на российском рынке представлен 
широкий спектр таких белков от различных био-

логических видов (производство ООО «Имтек»), 
что позволяет в случае необходимости оптимизи-

ровать их выбор под конкретные линии эндоте-

лиальных клеток. К этой же категории товарной 
номенклатуры можно условно отнести и трехмер-

ный матрикс для оценки способности эндотели-

альных клеток формировать капилляроподобные 
структуры, производимый в КНР и доступный к 
приобретению на российском рынке. 

3. Питательные среды для культивирования и 
проведения экспериментов с эндотелиальными 
клетками (в частности для анализа изменения их 
пролиферативных, миграционных, метаболических 
и ангиогенных свойств, а также для оценки их жиз-

неспособности и барьерной функции при различ-

ных внешних воздействиях). Этот компонент также 
является успешно импортозамещенным (компания 
AppScience Products). Так, к коммерческому при-

обретению в России доступны соответствующие 
питательные среды в различных вариациях: 1) 
стандартная среда с фетальной бычьей сыворот-

кой, факторами роста, культуральными добавками, 
буферным раствором, антибиотиками и антимико-

тиком (для обеспечения устойчивой пролиферации 
эндотелиальных клеток); 2) аналогичная среда в 
бессывороточном варианте (для поддержания фи-

зиологического состояния эндотелиальных клеток 
при проведении экспериментов); 3) аналогичная 
среда с увеличенным содержанием фактора роста 
сосудистого эндотелия (VEGF) в сывороточном 
(для выделения, запуска пролиферации и ускорен-

ного культивирования первичных эндотелиальных 
клеток) и бессывороточном (для поддержания фи-

зиологического состояния эндотелиальных клеток 
при проведении экспериментов) варианте; 4) ана-

логичная среда без VEGF в сывороточном вариан-

те (для поддержания барьерной функции эндоте-

лиальных клеток). Следует подчеркнуть важность 
индивидуального подбора питательной среды в за-

висимости от цели эксперимента, поскольку анализ 
различных функций эндотелиальных клеток подра-

зумевает различное содержание VEGF – основного 
фактора, обеспечивающего пролиферацию эндоте-

лиальных клеток, проницаемость эндотелиального 
монослоя и ангиогенез [49, 50]. Кроме того, в на-

стоящее время также ведется разработка питатель-

ной среды для стабильного запуска эндотелиаль-

ной дифференцировки и стимуляции ангиогенеза 
в in vivo эксплантах с повышенным содержанием 
сразу нескольких факторов роста.

4. Реагенты для выделения и субкультивирова-

ния (пассирования или пересева) эндотелиальных 
клеток, которые в большинстве своем произво-

дятся ООО НПП «Панэко» и ООО «Биолот». Ис-

ключение составляют микро- или наноразмерные 
магнитные бусы с иммобилизованным на них ан-

тителом к CD31/PECAM1, которые поставляются 
исключительно западными производителями. Тем 
не менее проводимые на момент написания статьи 
научно-исследовательские и опытно-конструктор-

ские работы (НИОКР) также позволяют надеяться 
на разработку аналогичного продукта российского 
производства (AppScience Products).

5. Культуральная посуда и криопротекторы (в 
частности диметилсульфоксид высокой чистоты), в 
широком ассортименте производимые в КНР. По-

мимо стандартных разновидностей чашек Петри, 
культуральных планшетов и флаконов следует так-

же выделить культуральные планшеты, оснащен-

ные дополнительными крышками с удлиненными 
отверстиями и соответствующими скребками для 
создания правильного дефекта.

6. Антитела для проточно-цитометрического и 
флюоресцентно-микроскопического иммунофено-

типирования эндотелиальных клеток, которые так-

же производятся в КНР и заранее конъюгированы 
с широким спектром флюорофоров. Определенные 
перспективы получения таких антител есть и в Рос-

сии (AppScience Products), однако данный продукт 
все еще находится на стадии НИОКР.

Таким образом, степень импортозамещенности 
стандартных технологий работы с эндотелиальны-

ми клетками позволяет говорить о возможности 
непрерывной научно-исследовательской работы 
в этом направлении. Отдельным пунктом следу-

ет выделить компоненты технологии получения и 
направленной эндотелиальной дифференцировки 
ИПСК (в частности питательные среды), которые 
также имеют высокий потенциал к импортозаме-

щению, однако в силу относительно высокой слож-

ности самого технологического процесса и необхо-

димости его калибровки с помощью стандартных 
компонентов данная НИОКР может занять длитель-

ное время. Тем не менее высокий регенеративный 
потенциал ИПСК и возможность их дифференци-

ровки в различных направлениях (не только в эндо-

телиальном) диктуют необходимость локализации 
производства основных компонентов данной тех-

нологии в России и апробации соответствующего 
технологического процесса с их использованием.

Конфликт интересов
Д.К. Шишкова заявляет об отсутствии конфлик-

та интересов. А.В. Фролов заявляет об отсутствии 
конфликта интересов. В.Е. Маркова заявляет об 
отсутствии конфликта интересов. Ю.О. Маркова
заявляет об отсутствии конфликта интересов.
А.И. Лазебная заявляет об отсутствии конфликта 



Д.К. Шишкова и др. 127

А
Н

А
Л

И
ТИ

Ч
ЕС

К
И

Й
О

БЗ
О

Р

Информация об авторах Author Information Form
Шишкова Дарья Кирилловна, кандидат биологических 

наук заведующая лабораторией молекулярной, трансляцион-

ной и цифровой медицины отдела экспериментальной меди-

цины федерального государственного бюджетного научного 
учреждения «Научно-исследовательский институт комплекс-

ных проблем сердечно-сосудистых заболеваний» Кемерово, 
Российская Федерация; ORCID 0000-0002-1518-3888 

Shishkova Daria K., PhD, Head of the Laboratory for 
Molecular, Translational, and Digital Medicine, Department 
of Experimental Medicine, Federal State Budgetary Institution 
“Research Institute for Complex Issues of Cardiovascular 
Diseases”, Kemerovo, Russian Federation; ORCID 0000-

0002-1518-3888 

Фролов Алексей Витальевич, доктор медицинских наук 
старший научный сотрудник лаборатории рентгенэндова-

скулярной и реконструктивной хирургии сердца и сосудов 
отдела хирургии сердца и сосудов федерального государ-

ственного бюджетного научного учреждения «Научно-ис-

следовательский институт комплексных проблем сердеч-

но-сосудистых заболеваний» Кемерово, Российская Феде-

рация; ORCID 0000-0002-1746-8895

Frolov Alexey V., MD, PhD, Senior Researcher, Laboratory 
for Endovascular and Reconstructive Cardiovascular Surgery, 
Department of Cardiovascular Surgery, Federal State 
Budgetary Institution “Research Institute for Complex Issues 
of Cardiovascular Diseases”, Kemerovo, Russian Federation; 
ORCID 0000-0002-1746-8895

Маркова Виктория Евгеньевна, младший научный со-

трудник лаборатории молекулярной, трансляционной и 
цифровой медицины отдела экспериментальной медицины 
федерального государственного бюджетного научного уч-

реждения «Научно-исследовательский институт комплекс-

ных проблем сердечно-сосудистых заболеваний» Кемеро-

во, Российская Федерация; ORCID 0000-0002-6652-5745

Markova Victoria E., Junior Researcher, Laboratory for 
Molecular, Translational, and Digital Medicine, Department 
of Experimental Medicine, Federal State Budgetary Institution 
“Research Institute for Complex Issues of Cardiovascular 
Diseases”, Kemerovo, Russian Federation; ORCID 0000-

0002-6652-5745

Маркова Юлия Олеговна, младший научный сотрудник 
лаборатории молекулярной, трансляционной и цифровой 
медицины отдела экспериментальной медицины федераль-

ного государственного бюджетного научного учреждения 
«Научно-исследовательский институт комплексных про-

блем сердечно-сосудистых заболеваний» Кемерово, Рос-

сийская Федерация; ORCID 0009-0007-6734-3787 

Markova Yulia O., Junior Researcher, Laboratory for 
Molecular, Translational, and Digital Medicine, Department 
of Experimental Medicine, Federal State Budgetary Institution 
“Research Institute for Complex Issues of Cardiovascular 
Diseases”, Kemerovo, Russian Federation; ORCID 0009-

0007-6734-3787 

Лазебная Анастасия Ивановна, младший научный со-

трудник лаборатории молекулярной, трансляционной и 
цифровой медицины отдела экспериментальной медицины 
федерального государственного бюджетного научного уч-

реждения «Научно-исследовательский институт комплекс-

ных проблем сердечно-сосудистых заболеваний» Кемеро-

во, Российская Федерация; ORCID 0000-0002-1867-6354

Lazebnaya Anastasia I., Junior Researcher, Laboratory for 
Molecular, Translational, and Digital Medicine, Department of 
Experimental Medicine, Federal State Budgetary Institution 
“Research Institute for Complex Issues of Cardiovascular 
Diseases”, Kemerovo, Russian Federation; ORCID 0000-

0002-1867-6354 

Кутихин Антон Геннадьевич, доктор медицинских 
наук заведующий отделом экспериментальной медицины 
федерального государственного бюджетного научного уч-

реждения «Научно-исследовательский институт комплекс-

ных проблем сердечно-сосудистых заболеваний» Кемеро-

во, Российская Федерация; ORCID 0000-0001-8679-4857 

Kutikhin Anton G., MD, PhD, Head of the Department of 
Experimental Medicine, Federal State Budgetary Institution 
“Research Institute for Complex Issues of Cardiovascular 
Diseases”, Kemerovo, Russian Federation; ORCID 0000-

0001-8679-4857 

интересов. А.Г. Кутихин входит в редакционную 
коллегию журнала «Комплексные проблемы сер-

дечно-сосудистых заболеваний». 

Финансирование
Работа выполнена при поддержке комплексной 

программы фундаментальных научных исследова-

ний СО РАН в рамках фундаментальной темы НИИ 
КПССЗ № 0419-2024-0001 «Разработка новых фар-

макологических подходов к экспериментальной 
терапии атеросклероза, технологий серийного про-

изводства реактивов и расходных материалов для 
изучения физиологии и патофизиологии сердеч-

но-сосудистой системы и программного обеспече-

ния на основе искусственного интеллекта для ав-

томатизированной диагностики патологий системы 
кровообращения и автоматизированного расчета 
сердечно-сосудистого риска» и финансовой под-

держке Министерства науки и высшего образова-

ния Российской Федерации в рамках национально-

го проекта «Наука и университеты».

Вклад авторов в статью Author Contribution Statement
ШДК – интерпретация данных исследования, написание 
статьи, утверждение окончательной версии для публика-

ции, полная ответственность за содержание

ShDK – data interpretation, manuscript writing, approval of the 
final version, fully responsible for the content

ФАВ – интерпретация данных исследования, корректиров-

ка статьи, утверждение окончательной версии для публи-

кации, полная ответственность за содержание

FAV – data interpretation, editing, approval of the final version, 
fully responsible for the content



128 Perspectives of endothelial cell research

СПИСОК ЛИТЕРАТУРЫ / REFERENCES
1. Crampton S.P., Davis J., Hughes C.C. Isolation of 

human umbilical vein endothelial cells (HUVEC). J Vis Exp. 
2007;(3):183. doi: 10.3791/183.

2. Lei J., Peng S., Samuel S.B., Zhang S., Wu Y., Wang P., Li 
Y.F., Liu H. A simple and biosafe method for isolation of human 
umbilical vein endothelial cells. Anal Biochem. 2016;508:15-8. 
doi: 10.1016/j.ab.2016.06.018.

3. Chandel S., Kumaragurubaran R., Giri H., Dixit M. 
Isolation and Culture of Human Umbilical Vein Endothelial 
Cells (HUVECs). Methods Mol Biol. 2024;2711:147-162. doi: 
10.1007/978-1-0716-3429-5_12.

4. Hauser S., Jung F., Pietzsch J. Human Endothelial 
Cell Models in Biomaterial Research. Trends Biotechnol. 
2017;35(3):265-277. doi: 10.1016/j.tibtech.2016.09.007.

5. Medina-Leyte D.J., Domínguez-Pérez M., Mercado I., 
Villarreal-Molina M.T., Jacobo-Albavera L. Use of Human 
Umbilical Vein Endothelial Cells (HUVEC) as a Model to Study 
Cardiovascular Disease: A Review. Appl Sci. 2020;10(3):938. 
doi: 10.3390/app10030938.

6. Dienemann S., Schmidt V., Fleischhammer T., Mueller 
J.H., Lavrentieva A. Comparative analysis of hypoxic response 
of human microvascular and umbilical vein endothelial 
cells in 2D and 3D cell culture systems. J Cell Physiol. 
2023;238(5):1111-1120. doi: 10.1002/jcp.31002.

7. Lau S., Gossen M., Lendlein A., Jung F. Venous and 
Arterial Endothelial Cells from Human Umbilical Cords: 
Potential Cell Sources for Cardiovascular Research. Int J Mol 
Sci. 2021;22(2):978. doi: 10.3390/ijms22020978.

8. Mayani H. Biological differences between neonatal and 
adult human hematopoietic stem/progenitor cells. Stem Cells 
Dev. 2010;19(3):285-98. doi: 10.1089/scd.2009.0327.

9. Sun H., Pratt R.E., Dzau V.J., Hodgkinson C.P. Neonatal 
and adult cardiac fibroblasts exhibit inherent differences in 
cardiac regenerative capacity. J Biol Chem. 2023;299(5):104694. 
doi: 10.1016/j.jbc.2023.104694.

10. Legros H., Launay S., Roussel B.D., Marcou-Labarre 
A., Calbo S., Catteau J., Leroux P., Boyer O., Ali C., Marret S., 
Vivien D., Laudenbach V. Newborn- and adult-derived brain 
microvascular endothelial cells show age-related differences in 
phenotype and glutamate-evoked protease release. J Cereb Blood 
Flow Metab. 2009;29(6):1146-58. doi: 10.1038/jcbfm.2009.39.

11. Robertson J.O., Erzurum S.C., Asosingh K. Pathological 
Roles for Endothelial Colony-Forming Cells in Neonatal and 
Adult Lung Disease. Am J Respir Cell Mol Biol. 2023;68(1):13-
22. doi: 10.1165/rcmb.2022-0318PS.

12. Bertagnolli M., Xie L.F., Paquette K., He Y., Cloutier 
A., Fernandes R.O., Béland C., Sutherland M.R., Delfrate J., 
Curnier D., Bigras J.L., Rivard A., Thébaud B., Luu T.M., Nuyt 
A.M. Endothelial Colony-Forming Cells in Young Adults Born 
Preterm: A Novel Link Between Neonatal Complications and 
Adult Risks for Cardiovascular Disease. J Am Heart Assoc. 
2018;7(14):e009720. doi: 10.1161/JAHA.118.009720.

13. McAleese C. Insights into endothelial metabolic 
heterogeneity. Nat Rev Cardiol. 2024 Jun 5. doi: 10.1038/

s41569-024-01049-3. Online ahead of print.
14. Trimm E., Red-Horse K. Vascular endothelial cell 

development and diversity. Nat Rev Cardiol. 2023;20(3):197-
210. doi: 10.1038/s41569-022-00770-1.

15. Jung R., Trivedi C.M. Unveiling the Spatiotemporal 
Diversity of the Endothelium in Development: A Multi-Omics 
Approach. Circ Res. 2024;134(5):547-549. doi: 10.1161/
CIRCRESAHA.124.324328.

16. Chen J., Zhang X., DeLaughter D.M., Trembley 
M.A., Saifee S., Xiao F., Chen J., Zhou P., Seidman C.E., 
Seidman J.G., Pu W.T. Molecular and Spatial Signatures 
of Mouse Embryonic Endothelial Cells at Single-Cell 
Resolution. Circ Res. 2024;134(5):529-546. doi: 10.1161/
CIRCRESAHA.123.323956.

17. Becker L.M., Chen S.H., Rodor J., de Rooij L.P.M.H., Baker 
A.H., Carmeliet P. Deciphering endothelial heterogeneity in health 
and disease at single-cell resolution: progress and perspectives. 
Cardiovasc Res. 2023;119(1):6-27. doi: 10.1093/cvr/cvac018.

18. Liu Z., Ruter D.L., Quigley K., Tanke N.T., Jiang Y., 
Bautch V.L. Single-Cell RNA Sequencing Reveals Endothelial 
Cell Transcriptome Heterogeneity Under Homeostatic Laminar 
Flow. Arterioscler Thromb Vasc Biol. 2021;41(10):2575-2584. 
doi: 10.1161/ATVBAHA.121.316797.

19. Salybekov A.A., Kobayashi S., Asahara T. Characterization 
of Endothelial Progenitor Cell: Past, Present, and Future. Int J 
Mol Sci. 2022;23(14):7697. doi: 10.3390/ijms23147697.

20. Zhang Q., Cannavicci A., Kutryk M.J.B. Exploring 
Endothelial Colony-Forming Cells to Better Understand the 
Pathophysiology of Disease: An Updated Review. Stem Cells 
Int. 2022;2022:4460041. doi: 10.1155/2022/4460041.

21. Chambers S.E.J., Pathak V., Pedrini E., Soret L., 
Gendron N., Guerin C.L., Stitt A.W., Smadja D.M., Medina 
R.J. Current concepts on endothelial stem cells definition, 
location, and markers. Stem Cells Transl Med. 2021;10 (Suppl 
2):S54-S61. doi: 10.1002/sctm.21-0022.

22. Dight J., Zhao J., Styke C., Khosrotehrani K., Patel 
J. Resident vascular endothelial progenitor definition and 
function: the age of reckoning. Angiogenesis. 2022;25(1):15-
33. doi: 10.1007/s10456-021-09817-2.

23. Kutikhin A.G., Sinitsky M.Y., Yuzhalin A.E., Velikanova 
E.A. Shear stress: An essential driver of endothelial progenitor 
cells. J Mol Cell Cardiol. 2018;118:46-69. doi: 10.1016/j.
yjmcc.2018.03.007.

24. Liao G., Zheng K., Shorr R., Allan D.S. Human 
endothelial colony-forming cells in regenerative therapy: A 
systematic review of controlled preclinical animal studies. 
Stem Cells Transl Med. 2020;9(11):1344-1352. doi: 10.1002/
sctm.20-0141.

25. Deng D., Zhang Y., Tang B., Zhang Z. Sources and 
applications of endothelial seed cells: a review. Stem Cell Res 
Ther. 2024;15(1):175. doi: 10.1186/s13287-024-03773-6.

26. Nguyen H.T., Peirsman A., Tirpakova Z., Mandal K., 
Vanlauwe F., Maity S., Kawakita S., Khorsandi D., Herculano 
R., Umemura C., Yilgor C., Bell R., Hanson A., Li S., Nanda 

МВЕ – анализ данных исследования, корректировка статьи, 
утверждение окончательной версии для публикации, пол-

ная ответственность за содержание

MVE – data analysis, editing, approval of the final version, 
fully responsible for the content

МЮО – анализ данных исследования, корректировка ста-

тьи, утверждение окончательной версии для публикации, 
полная ответственность за содержание

MYuO – data analysis, editing, approval of the final version, 
fully responsible for the content

ЛАИ – анализ данных исследования, корректировка статьи, 
утверждение окончательной версии для публикации, пол-

ная ответственность за содержание

LAI – data analysis, editing, approval of the final version, fully 
responsible for the content

КАГ – интерпретация данных исследования, написание 
статьи, утверждение окончательной версии для публика-

ции, полная ответственность за содержание

KAG – data interpretation, manuscript writing, approval of the 
final version, fully responsible for the content



D.K. Shishkova et al. 129

R
E
V
I
E
W
S

H.S., Zhu Y., Najafabadi A.H., Jucaud V., Barros N., Dokmeci 
M.R., Khademhosseini A. Engineered Vasculature for Cancer 
Research and Regenerative Medicine. Micromachines (Basel). 
2023;14(5):978. doi: 10.3390/mi14050978.

27. Wingo M., Rafii S. Endothelial reprogramming for 
vascular regeneration: Past milestones and future directions. 
Semin Cell Dev Biol. 2022;122:50-55. doi: 10.1016/j.
semcdb.2021.09.003.

28. Cho S., Aakash P., Lee S., Yoon Y.S. Endothelial cell 
direct reprogramming: Past, present, and future. J Mol Cell 
Cardiol. 2023;180:22-32. doi: 10.1016/j.yjmcc.2023.04.006.

29. Loh K.M., Ang L.T. Building human artery and vein 
endothelial cells from pluripotent stem cells, and enduring 
mysteries surrounding arteriovenous development. Semin 
Cell Dev Biol. 2024;155(Pt C):62-75. doi: 10.1016/j.
semcdb.2023.06.004.

30. Florido M.H.C., Ziats N.P. Endothelial dysfunction and 
cardiovascular diseases: The role of human induced pluripotent 
stem cells and tissue engineering. J Biomed Mater Res A. 
2024;112(8):1286-1304. doi: 10.1002/jbm.a.37669.

31. Matveeva V., Khanova M., Sardin E., Antonova L., 
Barbarash O. Endovascular Interventions Permit Isolation of 
Endothelial Colony-Forming Cells from Peripheral Blood. Int J 
Mol Sci. 2018;19(11):3453. doi: 10.3390/ijms19113453.

32. Kutikhin A.G., Tupikin A.E., Matveeva V.G., Shishkova 
D.K., Antonova L.V., Kabilov M.R., Velikanova E.A. Human 
Peripheral Blood-Derived Endothelial Colony-Forming Cells 
Are Highly Similar to Mature Vascular Endothelial Cells yet 
Demonstrate a Transitional Transcriptomic Signature. Cells. 
2020;9(4):876. doi: 10.3390/cells9040876.

33. Malakhova A.A., Grigor'eva E.V., Pavlova S.V., 
Malankhanova T.B., Valetdinova K.R., Vyatkin Y.V., 
Khabarova E.A., Rzaev J.A., Zakian S.M., Medvedev S.P. 
Generation of induced pluripotent stem cell lines ICGi021-A 
and ICGi022-A from peripheral blood mononuclear cells of two 
healthy individuals from Siberian population. Stem Cell Res. 
2020;48:101952. doi: 10.1016/j.scr.2020.101952.

34. Zakharova I.S., Shevchenko A.I., Tmoyan N.A., 
Elisaphenko E.A., Zubkova E.S., Sleptcov A.A., Nazarenko 
M.S., Ezhov M.V., Kukharchuk V.V., Parfyonova Y.V., Zakian 
S.M. Induced pluripotent stem cell line ICGi036-A generated 
by reprogramming peripheral blood mononuclear cells from 
a patient with familial hypercholesterolemia caused due to 
compound heterozygous p.Ser177Leu/p.Cys352Arg mutations 
in LDLR. Stem Cell Res. 2022;59:102653. doi: 10.1016/j.
scr.2022.102653.

35. Zakharova I.S., Shevchenko A.I., Tmoyan N.A., 
Elisaphenko E.A., Zubkova E.S., Sleptcov A.A., Nazarenko 
M.S., Ezhov M.V., Kukharchuk V.V., Parfyonova Y.V., Zakian 
S.M. Induced pluripotent stem cell line ICGi038-A, obtained 
by reprogramming peripheral blood mononuclear cells from a 
patient with familial hypercholesterolemia due to compound 
heterozygous c.1246C > T/c.940 + 3_940 + 6del mutations 
in LDLR. Stem Cell Res. 2022;60:102702. doi: 10.1016/j.
scr.2022.102702.

36. Zakharova I.S., Shevchenko A.I., Tmoyan N.A., 
Elisaphenko E.A., Kalinin A.P., Sleptcov A.A., Nazarenko 
M.S., Ezhov M.V., Kukharchuk V.V., Parfyonova Y.V., 
Zakian S.M. Induced pluripotent stem cell line ICGi037-A, 
obtained by reprogramming peripheral blood mononuclear 
cells from a patient with familial hypercholesterolemia due to 

heterozygous p.Trp443Arg mutations in LDLR. Stem Cell Res. 
2022;60:102703. doi: 10.1016/j.scr.2022.102703.

37. Gimble J.M., Ray S.P., Zanata F., Wu X., Wade J., 
Khoobehi K., Ferreira L.M., Bunnell B.A. Adipose Derived Cells 
and Tissues for Regenerative Medicine. ACS Biomater Sci Eng. 
2017;3(8):1477-1482. doi: 10.1021/acsbiomaterials.6b00261.

38. Laschke M.W., Seifert M.S., Scheuer C., Kontaxi E., 
Metzger W., Menger M.D. High glucose exposure promotes 
proliferation and in vivo network formation of adipose-tissue-
derived microvascular fragments. Eur Cell Mater. 2019;38:188-
200. doi: 10.22203/eCM.v038a13.

39. Antonyshyn J.A., Mazzoli V., McFadden M.J., 
Gramolini A.O., Hofer S.O.P., Simmons C.A., Santerre P.J. 
Immunomagnetic Isolation and Enrichment of Microvascular 
Endothelial Cells from Human Adipose Tissue. Bio Protoc. 
2022;12(10):e4422. doi: 10.21769/BioProtoc.4422.

40. Antonyshyn J.A., MacQuarrie K.D., McFadden M.J., 
Gramolini A.O., Hofer S.O.P., Santerre J.P. Paracrine cross-
talk between human adipose tissue-derived endothelial cells 
and perivascular cells accelerates the endothelialization of an 
electrospun ionomeric polyurethane scaffold. Acta Biomater. 
2024;175:214-225. doi: 10.1016/j.actbio.2023.12.037.

41. Jonkman J.E., Cathcart J.A., Xu F., Bartolini M.E., 
Amon J.E., Stevens K.M., Colarusso P. An introduction to the 
wound healing assay using live-cell microscopy. Cell Adh Migr. 
2014;8(5):440-51. doi: 10.4161/cam.36224.

42. Aisenbrey E.A., Murphy W.L. Synthetic alternatives 
to Matrigel. Nat Rev Mater. 2020;5(7):539-551. doi: 10.1038/
s41578-020-0199-8.

43. Passaniti A., Kleinman H.K., Martin G.R. Matrigel: 
history/background, uses, and future applications. J Cell Commun 
Signal. 2022;16(4):621-626. doi: 10.1007/s12079-021-00643-1.

44. Gao Y., Galis Z.S. Exploring the Role of Endothelial 
Cell Resilience in Cardiovascular Health and Disease. 
Arterioscler Thromb Vasc Biol. 2021;41(1):179-185. doi: 
10.1161/ATVBAHA.120.314346.

45. Tombor L.S., Dimmeler S. Why is endothelial 
resilience key to maintain cardiac health? Basic Res Cardiol. 
2022;117(1):35. doi: 10.1007/s00395-022-00941-8.

46. Mühleder S., Fernández-Chacón M., Garcia-Gonzalez I., 
Benedito R. Endothelial sprouting, proliferation, or senescence: 
tipping the balance from physiology to pathology. Cell Mol Life 
Sci. 2021;78(4):1329-1354. doi: 10.1007/s00018-020-03664-y.

47. Jerka D., Bonowicz K., Piekarska K., Gokyer S., Derici 
U.S., Hindy O.A., Altunay B.B., Yazgan I., Steinbrink K., 
Kleszczyński K., Yilgor P., Gagat M. Unraveling Endothelial 
Cell Migration: Insights into Fundamental Forces, Inflammation, 
Biomaterial Applications, and Tissue Regeneration Strategies. 
ACS Appl Bio Mater. 2024;7(4):2054-2069. doi: 10.1021/
acsabm.3c01227.

48. Qiu J., Hirschi K.K. Endothelial Cell 
Development and Its Application to Regenerative 
Medicine. Circ Res. 2019;125(4):489-501. doi: 10.1161/
CIRCRESAHA.119.311405.

49. Pérez-Gutiérrez L., Ferrara N. Biology and therapeutic 
targeting of vascular endothelial growth factor A. Nat Rev Mol 
Cell Biol. 2023;24(11):816-834. doi: 10.1038/s41580-023-
00631-w.

50. Simons M., Gordon E., Claesson-Welsh L. Mechanisms 
and regulation of endothelial VEGF receptor signalling. Nat Rev 
Mol Cell Biol. 2016;17(10):611-25. doi: 10.1038/nrm.2016.87.

Для цитирования: Шишкова Д.К., Фролов А.В., Маркова В.Е., Маркова Ю.О., Лазебная А.И., Кутихин А.Г. 
Актуальные проблемы методологии изучения нормальной и патологической физиологии эндотелиальных клеток в 
культуре. Комплексные проблемы сердечно-сосудистых заболеваний. 2024;13(3): 118-129. DOI: 10.17802/2306-1278-
2024-13-3-118-129
To cite: Shishkova D.K., Frolov A.V., Markova V.E., Markova Y.О., Lazebnaya А.I., Kutikhin A.G. Improving methodology of 
endothelial cell research: synopsis and prospects. Complex Issues of Cardiovascular Diseases. 2024;13(3): 118-129. DOI: 
10.17802/2306-1278-2024-13-3-118-129



130 омплексные проблемы сердечно-сосудистых заболеванийК
УДК 616.24-008.444

Тюменский кардиологический научный центр – филиал Федерального государственного бюджетного на-
учного учреждения «Томский национальный исследовательский медицинский центр Российской акаде-
мии наук», ул. Мельникайте, 111, Тюмень, Российская Федерация, 625026 

Для корреспонденции: Лариса Геннадьевна Евлампиева, evlampieva.l.g@gmail.com; адрес: ул. Мельникайте, 111, Тюмень, 
Российская Федерация, 625026
Corresponding author: Larisa G. Evlampieva, evlampieva.l.g@gmail.com; address: 111, Melnikayte St., Tyumen, Russian 
Federation, 625026

Л.Г. Евлампиева, В.Е. Харац, О.А. Гуськова, О.И. Сергейчик, Н.Е. Широков, А.Д. Сталлингс, 
Е.А. Горбатенко, Е.И. Ярославская

DOI 10.17802/2306-1278-2024-13-3-130-143

Основные положения
• Приверженность СиПАП-терапии у пациентов с тяжелой степенью синдрома обструктивно-

го апноэ сна и сердечно-сосудистыми заболеваниями можно прогнозировать, используя модель, 
включающую индекс десатурации и проявления тревоги.

ПРОГНОЗИРОВАНИЕ ПРИВЕРЖЕННОСТИ СИПАП-ТЕРАПИИ 
У ПАЦИЕНТОВ КАРДИОЛОГИЧЕСКОГО ПРОФИЛЯ

Цель

Оценить результаты СиПАП-терапии (Continuous Positive Airway Pressure, 
CPAP – поддержание постоянного положительного давления в дыхательных 
путях) у пациентов кардиологического профиля с тяжелым течением синдро-
ма обструктивного апноэ сна (СОАС) и выявить факторы прогнозирования 
приверженности данной терапии.

Материалы 
и методы

Из регистра пациентов кардиологического профиля с СОАС (n = 138) в про-
спективное исследование включены 52 пациента с тяжелой степенью СОАС 
(82,7% мужчин, возраст 55,6 ± 8,8 года), обследованные в 2019–2022 гг. 
Артериальная гипертония диагностирована у 96,1%, ишемическая болезнь 
сердца (ИБС) – у 42,3%, хроническая сердечная недостаточность – у 86,5%. 
Оценены клинические, инструментальные параметры, данные скрининго-
вых шкал СОАС, ночной пульсоксиметрии, диагностических шкал тревоги, 
депрессии, качества жизни и когнитивной сферы до и через 12,3 ± 7,0 мес. 
после начала терапии. Так, 8 человек адекватно использовали СиПАП-те-
рапию (группа с СиПАП) и 44 пациента отказались от ее применения либо 
использовали неадекватно (группа без СиПАП). 

Результаты

При сравнении групп исходно не выявлено различий по возрасту, полу, ин-
дексу массы тела и клиническим характеристикам. Предикторами привер-
женности СиПАП-терапии были более высокий индекс десатурации (отно-
шение шансов 1,264, 95% доверительный интервал 1,017–1,569, p = 0,034) и 
проявления тревоги (отношение шансов 1,056, 95% доверительный интер-
вал 1,01–1,115, p = 0,049). Чувствительность модели составила 85,7%, спец-
ифичность – 78%; площадь под ROC-кривой – 0,843 (95% доверительный 
интервал 0,712–0,974; p = 0,004). В группе с СиПАП не определено новых 
случаев ИБС, в группе без СиПАП за время наблюдения развилось 5 новых 
случаев ИБС.

Заключение

Приверженность СиПАП-терапии среди пациентов с тяжелой степенью 
СОАС и сердечно-сосудистыми заболеваниями можно прогнозировать с 
использованием модели, включающей индекс десатурации и проявления 
тревоги. CиПАП-терапия, возможно, связана со вторичной профилактикой 
ИБС.

Ключевые слова Синдром обструктивного апноэ сна • Сердечно-сосудистые заболевания • 
СиПАП терапия • Приверженность
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Aim
To evaluate the results of CPAP therapy (Continuous Positive Airway Pressure) in 
cardiac patients with severe obstructive sleep apnea (OSA) and to identify factors 
predicting adherence to CPAP therapy using prospective follow-up data.

Methods

The study included 52 patients with severe OSA (82.7% men, 55.6 ± 8.8 years) 
examined in 2019–2022, the data was collected from the registry of cardiac patients 
with OSA (n = 138). Arterial hypertension was diagnosed in 96.1% of patients, 
coronary artery disease (CAD) was diagnosed in 42.3% of patients, chronic heart 
failure was diagnosed in 86.5% of patients. Clinical and laboratory parameters, 
data from OSA screening scales, overnight pulse oximetry, diagnostic scales of 
anxiety, depression, quality of life and cognitive function were assessed before the 
start of CPAP therapy and 12.3 ± 7.0 months after its start. 8 patients adequately 
used CPAP therapy (group with CPAP) and 44 patients either refused to use it or 
used it inadequately (group without CPAP).

Results

When comparing the groups at baseline, there were no differences in age, gender, 
body mass index and clinical characteristics. Predictors of adherence to CPAP 
therapy were a higher desaturation index (odds ratio (OR) 1.264, 95% confidence 
interval (CI) 1.017–1.569, p = 0.034) and manifestations of anxiety (OR 1.056, 
95% CI 1.01–1.115, p = 0.049). The sensitivity of the model was 85.7%, specificity 
was 78%, and area under the ROC curve was 0.843 (95% CI 0.712–0.974, p = 
0.004). There were no new cases of CAD in the group with CPAP, in the group 
without CPAP, 5 new cases of CAD developed during follow-up.

Conclusion

Adherence to CPAP therapy in patients with severe OSA and cardiovascular 
disease can be predicted with high sensitivity and specificity using the model that 
includes the desaturation index and anxiety. Supposedly, CPAP therapy is relevant 
for secondary prevention of coronary artery disease. 

Keywords Obstructive sleep apnea • Cardiovascular diseases • CPAP therapy • Adherence
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Введение 

Синдром обструктивного апноэ сна (СОАС) 
– состояние с рекуррентным коллапсом верхних 
дыхательных путей, нарушением легочной венти-

ляции, снижением уровня кислорода крови, выра-

женной фрагментацией сна и чрезмерной дневной 
сонливостью [1].

Установлено, что обструктивное апноэ сна явля-

ется неотъемлемым этапом развития и прогресси-

рования большинства клинически наиболее значи-

мых сердечно-сосудистых заболеваний (ССЗ): ар-

териальной гипертензии [2], ишемической болезни 
сердца (ИБС) [3], хронической сердечной недоста-

точности [4], нарушений ритма и проводимости, в 
частности фибрилляции предсердий [5]. 

Распространенность СОАС среди пациентов 
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пени СОАС. Анализ нозологий осуществлялся по 
историям болезни пациентов и включал верифици-

рованные в условиях кардиологического стациона-

ра артериальную гипертензию, ИБС, хроническую 
сердечную недостаточность, нарушения сердеч-

ного ритма и проводимости, нарушения функции 
щитовидной железы, нарушение гликемического 
профиля (нарушение толерантности к глюкозе и 
гликемии натощак), сахарный диабет 2-го типа, 
хроническую болезнь почек. 

Из 138 пациентов регистра были отобраны 52 
с тяжелой степенью СОАС (индекс апноэ/гипоп-

ноэ (ИАГ) ≥ 30 событий в час), преимуществен-

но мужчины (82,7%), средний возраст – 55,6 ± 8,8 
года. Почти у всех пациентов зарегистрирована 
артериальная гипертензия (96,1%), причем у 68% 
больных 3-й степени с очень высоким сердечно-со-

судистым риском. Хроническая сердечная недоста-

точность по классификации Нью-Йоркской ассоци-

ации сердца (NYHA) зарегистрирована у большин-

ства пациентов (86,5%).
Расчет индекса массы тела производился по 

формуле Кетле. С целью верификации СОАС про-

водили скрининговую ночную пульсоксиметрию 
прибором PulseOx 7500 (SPO Medical, Израиль), 
запрограммированную с помощью компьютерного 
обеспечения в программе VITABASE. При индексе 
десатурации более 15 в час выполнялся кардиоре-

спираторный мониторинг ночного сна. Для про-

ведения мониторинга использовали аппарат поли-

функционального холтер-монитора диагностиче-

ской системы КТ–07-АД-3/12Р («Инкар», Россия) с 
оценкой ИАГ в ночной период с целью определения 
степени тяжести СОАС. Согласно критериям Аме-

риканской академии медицины сна (AASM) [10], 
СОАС легкой степени тяжести диагностировали 
при ИАГ 5,0 – 14 событий в час, средней степени – 
при ИАГ 15–30 событий в час, тяжелой – при ИАГ 
≥ 30 событий в час и более. 

Для скринингового обследования на предмет 
выявления СОАС выполнялось анкетирование по 
шкалам NoSAS [11], STOP-BANG, шкале сонливо-

сти Эпворта и Берлинскому опроснику [12].
Для оценки признаков тревоги и депрессии ис-

пользовали диагностические шкалы Generalized 
Anxiety Disorder Scale (GAD-7) и Patient Health 
Questionnaire-9 (PHQ-9) [13]. Качество жизни па-

циентов оценивали с помощью опросника 36-Item 
Short Form Survey Instrument (SF-36) [14]. Состоя-

ния когнитивной сферы определяли по Монреаль-

ской шкале оценки когнитивных функций (Montreal 
Cognitive Assessment, МоСА) [15]. 

Диагноз ИБС верифицирован на основании ана-

мнеза, типичной клинической картины в сочетании 
с данными электрокардиограммы, эхокардиогра-

фического обследования, нагрузочного эхокардио-

графического теста с чреспищеводной электрости-

кардиологического профиля достигает 80% [6]. 
Клинически значимые формы СОАС являются мар-

кером неблагоприятного исхода [7]. 
Сегодня СОАС можно отнести к независимым 

и модифицируемым факторам риска развития 
ССЗ. Методом выбора в лечении СОАС тяжело-

го течения является СиПАП-терапия (Continuous 
Positive Airway Pressure, CPAP – поддержание по-

стоянного положительного давления в дыхатель-

ных путях). Положительное влияние СиПАП-те-

рапии на течение ССЗ является подтверждением 
двунаправленной взаимосвязи СОАС и ССЗ. До-

казано, что СиПАП-терапия повышает качество 
жизни у пациентов с кардиоваскулярной патоло-

гией и СОАС [8]. 
Приверженность долгосрочной СиПАП-терапии 

остается сложной задачей для большинства пациен-

тов. Результаты предыдущих наблюдений показали, 
что 50% больных прекращают использовать Си-

ПАП-терапию через год после лечения [9], а значит, 
продолжают оставаться в группе высокого кардио-

васкулярного риска. Анализ результатов динамиче-

ского наблюдения и лечения больных СОАС и ССЗ 
позволит персонализировать подход к назначению 
СиПАП-терапии и повысить ее эффективность.

Цель исследования – оценить результаты Си-

ПАП-терапии у пациентов кардиологического про-

филя с тяжелым течением СОАС и выявить факторы 
прогнозирования приверженности данной терапии.

Материалы и методы 
Исследование выполнено по данным «Регистра 

пациентов кардиологического профиля с синдро-

мом обструктивного апноэ сна» (дата регистрации: 
14.06.2022). Набор больных в регистр осущест-

влялся с мая 2019 г. по декабрь 2022 г. Исследова-

ние проспективное, наблюдательное, соответству-

ет стандартам надлежащей клинической практики 
(Good Clinical Practice) и положениям Хельсинк-

ской декларации ВМА (пересмотра 2013 г.). Про-

токол исследования одобрен этическим комитетом 
учреждения (протокол № 141 от 15.10.2018). Все 
пациенты подписали добровольное информирован-

ное согласие на участие в исследовании. Критери-

ями невключения в регистр были отказ от участия 
в исследовании, СОАС без ССЗ, возраст старше 
75 лет, острый инфаркт миокарда, острое наруше-

ние мозгового кровообращения, наличие транзи-

торной ишемической атаки за предшествующие 6 
мес., хроническая обструктивная болезнь легких, 
острые и хронические воспалительные заболева-

ния в стадии обострения, клинически значимое 
нарушение функции почек и печени, гемодинами-

чески значимые пороки сердца, фракция выброса 
левого желудочка ˂ 50%, а также прием снотвор-

ных и психотропных лекарственных препаратов. 
Критерии включения: наличие ССЗ и тяжелой сте-
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сия 21 (IBM Corp., США), и Statistica 12.0 (StatSoft, 
США). Распределение количественных данных 
проверяли критерием Колмогорова – Смирнова, в 
зависимости от распределения данные представле-

ны как среднее ± стандартное отклонение (M ± SD) 
или медиана и интерквартильный размах – Me [Q1; 
Q3]. Сравнение показателей проводили в зависимо-

сти от распределения данных: критерием Стьюден-

та для независимых и зависимых выборок или кри-

терием Манна – Уитни и критерием Уилкоксона. 
Для сравнения качественных переменных исполь-

зовали критерий хи-квадрат или точный критерий 
Фишера и критерий МакНемара. Многофакторный 
регрессионный анализ применяли для выявления 
наиболее значимых предикторов приверженности 
СиПАП терапии. С помощью ROC-анализа опре-

делено оптимальное пороговое значение критерия 
комплаентности. Результаты оценивались как ста-

тистически значимые при уровне p < 0,05.

Результаты 

Сравнительный анализ клинико-демографиче-

ских характеристик групп представлен в (табл. 1). 
Пациенты мужского пола составили большую 

часть всех включенных в исследование. Средний 
индекс массы тела в обеих группах на обоих визи-

тах соответствовал ожирению III степени. Однако 
в конце наблюдения в группе без СиПАП появи-

лась тенденция к уменьшению числа пациентов с 
III степенью ожирения и увеличению числа лиц с I 
и II степенью.

У пациентов с СиПАП отмечена тенденция к 

муляцией, суточного мониторирования электрокар-

диограммы, селективной коронарной ангиографии 
по методу Judkins (1967 г.). Гемодинамически зна-

чимыми считали коронарные поражения более 75% 
просвета как минимум одной артерии. 

Всем пациентам в стационаре была инициирова-

на пробная СиПАП-терапия в автоматическом ре-

жиме. Подбор терапии осуществлялся на аппаратах 
Somnobalance E и Prisma 25 S Loewenstein Medical 
(Weinmann, Германия). Длительность пробной Си-

ПАП-терапии составила от 2–3 дней. Эффектив-

ность терапии оценивали при достижении остаточ-

ного ИАГ < 5 эпизодов в час либо при уменьшении 
количества эпизодов апноэ на ≥ 50% от исходного 
значения. Из 52 пациентов только 8 (15,4%) ис-

пользовали СиПАП-терапию согласно рекоменда-

циям (более 4 ч за ночь в течение 5 дней в неделю 
– не менее 70% ночей) [16], период лечения соста-

вил 12,3 ± 7,0 мес. Сравнивали параметры клини-

ческого и инструментального обследования паци-

ентов, находившихся на СиПАП-терапии (группа 
с СиПАП, n = 8), с параметрами сопоставимых по 
полу и возрасту пациентов, имевших показания для 
проведения СиПАП-терапии, но не получавших ее 
(группа без СиПАП, n = 44), также оценивали вну-

тригрупповую динамику исследуемых параметров. 
Средний интервал между точками обследования 
(визит 1 и 2) составил 13,0 [11,0; 20,5] мес.

Статистический анализ
Статистическая обработка проводилась с ис-

пользованием программ IBM SPSS Statistics, вер-

Таблица 1. Динамический внутри- и межгрупповой анализ демографических и клинических параметров пациентов 
кардиологического профиля с тяжелым течением СОАС в зависимости от наличия СиПАП-терапии 
Table 1. Dynamic intra- and intergroup analysis of demographic and clinical parameters of cardiac patients with severe OSA depending 
on the presence of CPAP therapy

Параметр / Parameter Без СиПАП / 
Without CPAP, n = 44

С СиПАП / With 
CPAP, n = 8 p*

Возраст, лет / Age, years
визит 1 / visit 1

55,1 ± 8,4 53,0 ± 13,2 0,911
Мужчины / Men, n (%) 36 (81,8) 7 (87,5) 1,000

Индекс массы тела, кг/м2 / 
Body mass index, kg/m2

визит 1 / visit 1 40,6 ± 7,3 40,7 ± 5,7 0,526
визит 2 / visit 2 40,7 ± 8,3 40,6 ± 5,8 0,510

р 0,937 0,500

Ожирение / 
Obesity, n (%)

визит 1 / 
visit 1

избыток массы тела / excess body weight 2 (4,5) 0 (0,0)

0,321
I степень / I degree 7 (15,9) 2 (25,0)

II степень / II degree 12 (27,3) 0 (0,0)
III степень / III degree 23 (52,3) 6 (75,0)

визит 2 / 
visit 2

избыток массы тела / excess body weight 1 (2,3) 0 (0,0)

0,128
I степень / I degree 10 (22,7) 2 (25,0)

II степень / II degree 17 (38,6) 0 (0,0)
III степень / III degree 16 (36,4) 6 (75,0)

р 0,088 1,000

Артериальная гипертензия 
Arterial hypertension, n (%)

визит 1 / visit 1 42 (95,5) 8 (100,0) 0,539
визит 2 / visit 2 42 (95,5) 8 (100,0) 0,539

р 1,000 1,000



134 СиПАП-терапия у пациентов кардиологического профиля

САД, мм рт. ст. / SBP mm 
Hg

визит 1 / visit 1 140,0 [130,0; 150,0] 137,5 [118,8; 143,8] 0,254
визит 2 / visit 2 140,0 [124,3; 160,0] 141,0 [130,0; 148,8] 0,959

р 0,880 0,089

ДАД, мм рт. ст. / DBP mm 
Hg

визит 1 / visit 1 90,0 [80,0; 100,0] 80,0 [72,5; 96,0] 0,204
визит 2 / visit 2 87,5 [80,0; 94,3] 82,5 [80,0; 93,8] 0,621

р 0,753 0,351

Степень артериальной 
гипертонии / Degree of 
arterial hypertension, n (%)

визит 1 / visit 1
1 1 (2,4) 0 (0,0)

0,8442 13 (31,0) 2 (25,0)
3 28 (66,7) 6 (75,0)

визит 2 / visit 2
1 1 (2,4) 0 (0,0)

0,7972 14 (33,3) 2 (25,0)
3 27 (64,3) 6 (75,0)

р 0,317 1,000

Риск артериальной 
гипертонии / Risk of 
arterial hypertension, n (%)

визит 1 / visit 1
2 1 (2,4) 0 (0,0)

0,3753 11 (26,2) 4 (50,0)
4 30 (71,4) 4 (50,0)

визит 2 / visit 2
2 1 (2,4) 0 (0,0)

0,7513 11 (26,2) 3 (37,5)
4 30 (71,4) 5(62,5)

р 1,000 1,000

Ишемическая болезнь 
сердца / Coronary artery 
disease, n (%)

визит 1 / visit 1 18 (40,9) 4 (50,0) 0,632
визит 2 / visit 2 23 (52,3) 4 (50,0) 0,906

р 0,063 1,000

ФК стенокардии 
напряжения / FC of angina 
pectoris, n (%)

визит 1 / visit 1
I ФК / I FC 3 (18,8) 1 (50,0)

0,703II ФК / II FC 12 (75,0) 1 (50,0)
III ФК / III FC 1 (6,3) 0 (0,0) 

визит 2 / visit 2
I ФК / I FC 6 (35,3) 1 (50,0)

0,865IIФК / II FC 11 (64,7) 1 (50,0)
III ФК / III FC 0 (0,0) 0 (0,0)

р 0,680 1,000

Хроническая сердечная 
недостаточность по 
классификации NYHA 
/ Chronic heart failure 
according to NYHA 
classification, n (%)

визит 1 / visit 1
1 ФК / 1 FC 13 (33,3) 0 (0,0)

0,3012 ФК / 2 FC 20 (51,3) 5 (83,3)
3 ФК / 3 FC 6 (15,4) 1 (16,7)

визит 2 / visit 2
1 ФК / 1 FC 12 (30,0) 1 (14,3)

0,3732 ФК / 2 FC 21 (52,5) 6 (85,7)
3 ФК / 3 FC 7 (17,5) 0 (0,0)

р 0,821 1,000

Нарушения сердечного 
ритма / Heart rhythm 
disturbances, n (%)

визит 1 / visit 1 29 (65,9) 6 (75,0) 1,000
визит 2 / visit 2 32 (72,7) 6 (75,0) 1,000

р 0,374 1,000

Терапия бета-блокаторами 
/ Beta blocker therapy, n (%)

визит 1 / visit 1 26 (59,1) 8 (100,0) 0,039
визит 2 / visit 2 20 (45,5) 3 (37,5) 0,677

р 0,109 0,063
Терапия блокаторами 
рецепторов ангиотензин 
II / Therapy angiotensin II 
receptor blockers, n (%)

визит 1 / visit 1 21 (47,7) 7 (87,5) 0,056
визит 2 / visit 2 25 (56,8) 8 (100,0) 0,021

р 0,388 1,000

Примечание: здесь и далее в табл. 2–4 данные представлены в виде Ме [Q1; Q3], М ± SD, числа пациентов – n (%); p – 
различия между параметрами в одной и той же группе в динамике; p* – различия между группами; САД – систолическое 
артериальное давление; ДАД – диастолическое артериальное давление; СиПАП – поддержание постоянного положительного 
давления в дыхательных путях; ФК – функциональный класс; NYHA – Нью-Йоркская ассоциация сердца.
Note: Here and further in tables 2–4 the data in presented as Ме [Q1; Q3], М ± SD, number of patients – n (%); p – differences 
between parameters in the same group over time; р* – differences between groups; CPAP – Continuous Positive Airway Pressure; 
DBP – diastolic blood pressure; FC – functional class; NYHA – New York Heart Association; SBP – systolic blood pressure.
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увеличению систолического артериального давле-

ния на 2-м визите, что, вероятно, связано с недо-

статочным терапевтическим эффектом СиПАП. За 
время наблюдения у пациентов без СиПАП опре-

делено увеличение частоты выявления ИБС (на 
11,4%). В группе с СиПАП число больных ИБС 
осталось прежним. 

У большинства пациентов выявлены признаки 
хронической сердечной недостаточности: 75,0% в 
группе с СиПАП и 88,6% в группе без СиПАП. В 
двух группах на обеих точках наблюдения чаще вы-

являли хроническую сердечную недостаточность II 
функционального класса. У значимой доли пациен-

тов обеих групп зарегистрирована высокая частота 
встречаемости нарушений ритма – 75,0% в группе 
с СиПАП и 65,9% без СиПАП. У пациентов без Си-

ПАП на 2-м визите отмечено увеличение частоты 
нарушений ритма на 6,8%, однако статистически 
это увеличение оказалось не значимым. Группы без 
СиПАП и с СиПАП на обоих визитах статистиче-

ски значимо не различались: по инфаркту миокарда 
в анамнезе (на 1-м и 2-м визитах –13,6 против 12,5% 
соответственно, p = 0,931), нарушению гликемиче-

ского профиля (на 1-м визите – 52,2 против 37,5%, 
p = 0,564; на 2-м визите – 54,6 против 37,5%, p = 
0,646), нарушению функции щитовидной железы 
(на 1-м визите – 31,8 против 37,5%, p = 0,937; на 2-м 
визите – 34,1 против 50,0%, p = 0,119), хронической 
болезни почек (на 1-м визите – 18,2 против 0,0%, p = 
0,330; на 2-м визите – 18,2 против 12,5%, p = 0,696).

Проводимая антиангинальная, антиишемиче-

ская, гипотензивная, антиаритмическая, гипохоле-

стеринемическая терапия в обеих группах была со-

поставимой. Следует отметить, что группы исполь-

зуемых гипотензивных препаратов у пациентов без 
СиПАП и с СиПАП – ингибиторы ангиотензинпре-

вращающего фермента (на 1-м визите – 29,5 против 
12,5% соответственно, p = 0,423; на 2-м визите – 

27,3 против 0,0%, p = 0,174), блокаторы кальцие-

вых каналов (на 1-м визите – 31,8 против 37,5%, 
p = 0,753; на 2-м визите – 27,3 против 50,0%, p = 
0,231), петлевые и тиазидоподобные диуретики (на 
1-м визите – 43,2 против 62,5%, p = 0,447; на 2-м 
визите – 61,4 против 75,0%, p = 0,694) – на обоих 
визитах не различались, доза препаратов коррек-

тировалась с учетом целевых уровней основных 
оцениваемых параметров: артериального давления 
и частоты сердечных сокращений. Исключение со-

ставили два класса препаратов – бета-блокаторы и 
блокаторы рецепторов ангиотензина II (см. табл. 1): 
в группе с СиПАП на 1-м визите чаще принимали 
бета-блокаторы, на 2-м визите отмечена тенденция 
снижения частоты их применения. Это было связа-

но с выявленными у пациентов данной группы на-

рушениями проводимости: атриовентрикулярной и 
синоатриальной блокадами, а также урежением ча-

стоты сердечных сокращений и гипотонией. Исход-

но в группе с СиПАП определена тенденция более 
частого применения блокаторов рецепторов анги-

отензина II. В течение наблюдения одному паци-

енту этой группы потребовалось дополнительное 
назначение блокаторов рецепторов ангиотензина 
II с целью коррекции артериального давления, что 
сделало применение этой группы препаратов у па-

циентов с СиПАП значимо более частым. 
Анализ респираторных данных представлен 

показателями ночной пульсоксиметрии (табл. 2) и 
кардиореспираторного мониторинга (табл. 3). 

По результатам анализа ночной пульсоксиме-

трии, на 2-м визите появились различия между 
группами по показателю индекса десатурации – он 
стал ниже у пациентов с СиПАП. В группе пациен-

тов без СиПАП в динамике отмечено увеличение 
минимальной сатурации – насыщения кислородом 
гемоглобина артериальной крови (SpO2) во сне, 
что, возможно, связано с уменьшением числа лиц с 

Таблица 2. Динамический внутри- и межгрупповой анализ параметров ночной компьютерной пульсоксиметрии пациентов 
кардиологического профиля с тяжелым течением СОАС в зависимости от наличия СиПАП-терапии 
Table 2. Dynamic intra- and intergroup analysis of overnight computer pulse oximetry parameters in cardiac patients with severe OSA 
depending on the presence of CPAP therapy

Параметр / Parameter Без СиПАП / 
Without CPAP, n = 44

С СиПАП / With 
CPAP, n = 8 р*

Общее время записи, мин / Total 
recording time, minutes

визит 1 / visit 1 428,0 [333,3; 536,0] 490,5 [335,3; 567,3] 0,599
визит 2 / visit 2 420,0 [330,5; 512,5] 411,0 [361,5; 508,3] 0,929

р 0,961 0,779

Сатурация SpO2 / SpO2 saturation, %

максимальная 
/ maximum

визит 1 / visit 1 98,8 ± 0,4 99,0 ± 0,0 0,141
визит 2 / visit 2 98,7 ± 0,9 98,9 ± 0,4 0,777

р 0,967 0,317

средняя / 
average

визит 1 / visit 1 89,4 ± 4,6 91,4 ± 2,8 0,361 
визит 2 / visit 2 89,8 ± 6,0 93,1 ± 3,0 0,171

р 0,253 0,161

минимальная 
/ minimum

визит 1 / visit 1 65,3 ± 10,7 68,6 ± 11,2 0,446
визит 2 / visit 2 69,0 ± 11,2 74,5 ± 9,2 0,223

р 0,072 0,351



136 CPAP therapy in cardiac patients

Частота пульса, ударов в минуту / 
Pulse rate, bests per minute

максимальная 
/ maximum

визит 1 / visit 1 100,1 ± 19,2 110,8 ± 23,8 0,150
визит 2 / visit 2 100,2 ± 22,1 99,4 ± 10,8 0,621

р 0,775 0,123

средняя / 
average

визит 1 / visit 1 65,6 ± 10,6 64,8 ± 13,2 1,000
визит 2 / visit 2 63,2 ± 9,1 65,7 ± 11,2 0,621

р 0,177 0,866

минимальная 
/ minimum

визит 1 / visit 1 42,5 ± 7,9 42,0 ± 5,9 0,901
визит 2 / visit 2 40,8 ± 8,9 38,5 ± 6,7 0,585

р 0,255 0,051

Общее количество эпизодов 
десатурации / Total number of 
desaturation episodes, n

визит 1 / visit 1 218,5 [130,0; 356,5] 254,5 [69,0; 310,3] 0,678
визит 2 / visit 2 212,0 [129,3; 336,3] 156,0 [96,3; 231,5] 0,287

р 0,405 0,327

Индекс десатурации, событий в час / 
Desaturation index, events per hour

визит 1 / visit 1 42,4 [22,0; 54,6] 37,0 [29,1; 41,4] 0,268
визит 2 / visit 2 37,2 [24,5; 47,2] 25,6 [13,7; 34,1] 0,080

р 0,136 0,123

Исходная сатурация SpO2 / Initial 
saturation, SpO2, %

визит 1 / visit 1 92,2 ± 4,1 94,3 ± 2,3 0,203
визит 2 / visit 2 93,0 ± 3,9 94,5 ± 2,4 0,432

р 0,262 0,889
Общая продолжительность эпизодов 
снижения сатурации SpO2 < 89%, 
минут / Total duration of episodes 
of decreased SpO2 saturation < 89%, 
minutes

визит 1 / visit 1 97,0 [32,3; 209,3] 44,0 [34,8; 183,3] 0,354

визит 2 / visit 2 89,0 [38,0; 191,5] 81,0 [32,3; 166,0] 0,722

р 0,882 0,499

Максимальный постоянный период 
снижения сатурации SpO2 < 89%, 
минут / Maximum constant period 
of SpO2 saturation reduction < 89%, 
minutes

визит 1 / visit 1 14,5 [5,5; 37,3] 7,0 [2,2; 15,7] 0,174

визит 2 / visit 2 14,3 [5,8; 26,8] 9,6 [2,1; 24,2] 0,522

р 0,902 0,208

Примечание: СиПАП – поддержание постоянного положительного давления в дыхательных путях; SpO2 – насыщение 
кислородом гемоглобина артериальной крови.
Note: CPAP – Continuous Positive Airway Pressure; SpO2 – oxygen saturation of hemoglobin in arterial blood. 

Таблица 3. Динамический внутри- и межгрупповой анализ параметров кардиореспираторного мониторирования пациентов 
кардиологического профиля с тяжелым течением СОАС в зависимости от наличия СиПАП-терапии 
Table 3. Dynamic intra- and intergroup analysis of cardiorespiratory monitoring parameters in cardiac patients with severe OSA 
depending on the presence of CPAP therapy

 Параметр / Parameter Без СиПАП / 
Without CPAP, n = 44

С СиПАП / With 
CPAP, n = 8 p*

Общее время сна, мин / Тоtal sleep time, minutes
визит 1 / visit 1 376,0 [316,3; 412,0] 369,5 [294,3; 387,0] 0,790
визит 2 / visit 2 366,5 [288,8; 426,0] 420,0 [318,5; 446,5] 0,368

р 0,966 0,484

Количество эпизодов апноэ за время 
мониторирования / Number of apnea episodes during 
monitoring, n

визит 1 / visit 1 256,0 [179,3; 352,0] 317,0 [203,8; 417,8] 0,462
визит 2 / visit 2 218,5 [161,8; 290,5] 390,0 [222,0; 515,8] 0,051

р 0,066 0,484

Количество эпизодов гипопноэ за время 
мониторирования / Number of hypopnea episodes 
during monitoring, n

визит 1 / visit 1 10,5 [3,0; 28,8] 7,0 [1,3; 10,5] 0,204
визит 2 / visit 2 5,0 [1,0; 13,8] 22,0 [1,5; 36,5] 0,212

р 0,024 0,068

Индекс апноэ/гипопноэ, событий в час / Apnea/
hypopnea index, events per hour

визит 1 / visit 1 49,5 [38,0; 61,0] 51,5 [37,5; 71,0] 0,603
визит 2 / visit 2 43,0 [29,0; 61,8] 57,5 [51,3; 71,5] 0,131

р 0,028 0,398

Число апноэ обструктивного характера / Number of 
obstructive apneas, %

визит 1 / visit 1 73,0 [49,0; 86,0] 59,0 [54,0; 80,8] 0,746
визит 2 / visit 2 86,0 [64,0; 96,0] 79,0 [67,3; 92,3] 0,501

р 0,007 0,352

Число апноэ центрального характера / Number of 
central apneas, %

визит 1 / visit 1 19,0 [9,0; 41,0] 27,0 [18,8; 45,5] 0,351
визит 2 / visit 2 11,0 [2,0; 26,0] 21,0 [7,8; 32,8] 0,195

р 0,007 0,398
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Число апноэ центрального характера / Number of 
central apneas, %

визит 1 / visit 1 19,0 [9,0; 41,0] 27,0 [18,8; 45,5] 0,351
визит 2 / visit 2 11,0 [2,0; 26,0] 21,0 [7,8; 32,8] 0,195

р 0,007 0,398

Количество эпизодов апноэ/гипопноэ, 
сопровождающихся храпом / Number of apnea/
hypopnea episodes accompanied by snoring, n

визит 1 / visit 1 193,0 [134,0; 261,0] 195,0 [126,3; 287,0] 0,948
визит 2 / visit 2 182,0 [95,0; 210,0] 245,0 [147,0; 413,8] 0,057

р 0,033 0,128
Количество эпизодов апноэ/гипопноэ, 
сопровождающихся храпом, от общего количества 
эпизодов апноэ/гипопноэ / Number of apnea/hypopnea 
episodes accompanied by snoring, out of the total number 
of apnea/hypopnea episodes, %

визит 1 / visit 1 72,0 [57,0; 83,0] 65,0 [57,8; 71,8] 0,311

визит 2 / visit 2 73,0 [59,0; 79,0] 69,0 [42,5; 91,8] 0,800

р 0,659 0,612

Количество эпизодов апноэ/гипопноэ, 
сопровождающихся десатурацией / Number of apnea/
hypopnea episodes accompanied by desaturation, n

визит 1 / visit 1 206,0 [127,0;301,0] 260,5 [171,3; 397,3] 0,422
визит 2 / visit 2 202,0 [117,0; 274,0] 387,0 [228,5; 500,8] 0,015

р 0,246 0,123
Количество эпизодов апноэ/гипопноэ, 
сопровождающихся десатурацией, от общего 
количества эпизодов апноэ/гипопноэ / Number of 
apnea/hypopnea episodes accompanied by desaturation, 
out of the total number of apnea/hypopnea episodes, %

визит 1 / visit 1 88,0 [55,0; 93,0] 93,0 [82,5; 95,0] 0,259
визит 2 / visit 2 84,0 [75,0; 94,0] 95,0 [90,3; 97,8] 0,026

р 0,260 0,553

Уровень SpO2 
за период сна 
/ SpO2 level 
during sleep 
period, %

максимальный / maximum
визит 1 / visit 1 92,8 ± 3,8 90,7 ± 5,3 0,344
визит 2 / visit 2 90,1 ± 4,4 88,9 ± 4,4 0,378

р 0,001 0,441

минимальный / minimum
визит 1 / visit 1 65,8 ± 9,9 60,6 ± 11,5 0,126
визит 2 / visit 2 67,9 ± 9,6 68,3 ± 10,4 0,736

р 0,016 0,012

Средняя десатурация / Average desaturation, %
визит 1 / visit 1 7,7 [5,2; 8,9] 14,2 [7,5; 21,1] 0,088
визит 2 visit 2 8,2 [6,2; 10,1] 11,2 [7,6; 18,7] 0,223

р 0,670 0,144

Индекс десатурации, событий в час / Desaturation 
index, events per hour

визит 1 / visit 1 47,0 [30,8; 62,3] 59,0 [53,8; 70,3] 0,076
визит 2 / visit 2 48,0 [36,8; 62,8] 58,0 [58,0; 70,5] 0,097

р 0,776 1,000

Максимальная длительность эпизода (10 сек. и более) 
десатурации, сек. / Maximum duration of an episode (10 
seconds or more) of desaturation, seconds

визит 1 / visit 1 179,0 [129,8; 482,3] 171,0 [126,0; 302,0] 0,643
визит 2 / visit 2 180,0 [139,8; 550,5] 177,0 [96,8; 197,3] 0,560

р 0,618 0,575

Общая длительность эпизодов десатурации, мин / 
Total duration of desaturation episodes, minutes

визит 1 / visit 1 159,0 [96,8; 269,5] 230,5 [143,8; 267,5] 0,315
визит 2 / visit 2 159,5 [103,0; 206,8] 225,5 [183,0; 323,5] 0,062

р 0,180 0,575
Непрерывный максимальный эпизод (10 сек. и более) 
снижения сатурации SpO2 < 89%, секунд / Continuous 
maximum episode (10 seconds or more) of decreased in 
SpO2 saturation < 89%, seconds

визит 1 / visit 1 166,0 [83,0; 503,5] 144,0 [72,8; 292,8] 0,551
визит 2 / visit 2 147,0 [69,0; 615,0] 103,5 [52,8; 165,0] 0,290

р 0,595 0,161

Общая длительность эпизодов снижения сатурации 
SpO2 < 89%, мин / Total duration of episodes of 
decreased SpO2 saturation < 89%, minutes

визит 1 / visit 1 98,0 [54,0; 190,0] 140,5 [43,08; 217,3] 0,551
визит 2 / visit 2 98,0 [52,0; 167,5] 132,0 [77,8; 270,8] 0,195

р 0,586 1,000

Суммарное время, при котором сатурация SpO2 < 
90%, мин / Total time at which SpO2 saturation < 90%, 
minutes

визит 1 / visit 1 140,0 [65,0; 225,3] 218,0 [101,8; 245,5] 0,233
визит 2 / visit 2 129,0 [79,0; 214,5] 185,0 [106,5; 288,5] 0,300

р 0,574 0,735

Суммарное время, при котором сатурация SpO2 < 
85%, мин / Total time at which SpO2 saturation < 85%, 
minutes

визит 1 / visit 1 44,0 [16,0; 81,0] 105,0 [44,8; 207,3] 0,105
визит 2 / visit 2 27,0 [15,0; 114,0] 45,0 [26,5; 185,8] 0,199

р 0,091 0,058

Суммарное время, при котором сатурация SpO2 < 
80%, мин / Total time at which SpO2 saturation < 80%, 
minutes

визит 1 / visit 1 17,0 [5,0; 35,0] 69,0 [20,0; 169,0] 0,031
визит 2 / visit 2 11,0 [4,0; 50,0] 8,0 [5,0; 133,0] 0,344

р 0,155 0,018
Примечание: СиПАП – поддержание постоянного положительного давления в дыхательных путях; SpO2 – насыщение 
кислородом гемоглобина артериальной крови.
Note: CPAP – Continuous Positive Airway Pressure; SpO2 – oxygen saturation of hemoglobin in arterial blood. 
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III степенью ожирения в данной группе. По нашим 
данным, исходно и в динамике у больных с СиПАП 
уровень средней сатурации SpO2 превышал это 
значение, тогда как у пациентов без СиПАП был 
ниже, что соответствует клинически значимой ги-

поксемии в этой группе. У пациентов с СиПАП на 
2-м визите прослеживалась тенденция урежения 
минимальной частоты пульса за период ночного 
сна. Показатель общего количества эпизодов деса-

турации между группами не достиг значимых раз-

личий на обоих визитах, однако исходно в группе 
с СиПАП был выше и в динамике оказался ниже 
значений группы без СиПАП.

У пациентов с СиПАП по результатам кардиоре-

спираторного мониторинга исходно респираторные 
показатели, такие как индекс десатурации, средняя 
десатурация, суммарное время сатурации SpO2 
ниже 80%, были хуже в сравнении с пациентами 
без СиПАП, что говорит о более тяжелом течении 
СОАС в группе с СиПАП на 1-м визите. Согласно 
нашим данным, десатурация и суммарное время са-

турации SpO2 ниже 80% (показатель уменьшился 
более чем 8 раз от исходного) являются более чув-

ствительными для динамической оценки эффек-

тивности СиПАП-терапии. При сохраняющейся 
комплаентности пациентов к СиПАП-терапии ре-

спираторные показатели ночной пульсоксиметрии 
и кардиореспираторного мониторинга на 2-м ви-

зите оставались в пределах высоких значений, что 
свидетельствует о недостаточной эффективности 
терапии и необходимости ее коррекции. Оказалось, 
что трем пациентам в группе с СиПАП показана 
терапия двухуровневого положительного давления 
в дыхательных путях – БиПАП-терапия (от англ. 
Bi-level Positive Airway Pressure), один пациент 
нуждался в титрации давления СиПАП в сторону 
его увеличения, у двух пациентов на фоне терапии 
отмечены побочные эффекты в виде сухости слизи-

стой носа и глотки. В результате динамического на-

блюдения определена низкая приемлемость (удов-

летворенность СиПАП-терапией) (25,0%) и высо-

кая приверженность (100%) долгосрочной терапии.
По данным скрининговых шкал обструктивного 

апноэ, пациенты обеих групп исходно соответство-

вали высокому риску СОАС. В динамике у пациен-

тов без СиПАП значимо снизились средние баллы 
по всем оцениваемым шкалам: STOP-BANG – с 6,6 
± 1,4 балла на 1-м визите до 4,9 ± 2,6 балла на 2-м 
визите (p = 0,001); NoSAS – с 14,1 ± 2,4 балла на 
1-м визите до 11,3 ± 6,3 балла на 2-м визите (p = 
0,029); шкала сонливости Эпворта – с 9,5 ± 5,4 бал-

ла на 1-м визите до 5,9 ± 5,1 балла на 2-м визите (p 
= 0,003). У пациентов с СиПАП определено сниже-

ние среднего балла по шкале STOP-BANG – с 7,1 ± 
0,9 балла на 1-м визите до 5,7 ± 1,6 балла на 2-м ви-

зите (p = 0,088). Тем не менее за время наблюдения 
пациенты обеих групп по количеству набранных 

баллов шкал STOP-BANG и NoSAS оставались в 
группе высокого риска значимого СОАС, что также 
свидетельствует о недостаточной эффективности 
проводимой терапии. При анализе данных Берлин-

ского опросника отмечена положительная балльная 
оценка в трех категориях исходно и в динамике в 
обеих группах, что соответствовало высокому ри-

ску СОАС.
При оценке когнитивного статуса динамика в 

группе с СиПАП отсутствовала, в группе без Си-

ПАП зарегистрировано значимое улучшение функ-

ционирования познавательных процессов – с 24 
[19–26] баллов на 1-м визите до 25,5 [23–27] балла 
на 2-м визите (p = 0,012).

При изучении показателей эмоциональной сферы 
на 1-м визите в группе с СиПАП значимо выше был 
средний балл, набранный по шкале тревоги (5,00 
[4,00–7,00] против 0,00 [0,00–3,25] баллов, p = 0,011), 
и соответствовал наличию тревоги в этой группе в 
отличие от пациентов без СиПАП. Распространен-

ность проявлений тревоги в группе с СиПАП также 
была выше в сравнении с пациентами без СиПАП 
(71,4 против 19,0%, p = 0,010). В динамике ситуация 
изменилась: в группе без СиПАП проявления трево-

ги нарастали, а в группе с СиПАП – уменьшались, 
что нивелировало к концу наблюдения исходные ме-

жгрупповые различия. Показатели качества жизни, 
представленные результатами обобщающих шкал 
опросника SF-36, физический и психологический 
компоненты здоровья не имели значимых различий 
как в динамике внутри групп пациентов, так и при 
сопоставлении между группами. 

Распространенность тревоги до начала терапии 
была выше в группе пациентов, впоследствии адек-

ватно использовавших СиПАП аппарат. Нерезко 
выраженные проявления тревоги, которые мы на-

блюдали у пациентов, могут выступать в роли мо-

тивирующего к высокой комплаентности фактора, 
что и подтвердили результаты проведенного нами 
многофакторного регрессионного анализа. В него 
включили исходно различающиеся группы факто-

ры (показатель тревоги по шкале GAD-7 и индекс 
десатурации), а также потенциально значимые фак-

торы – ИБС, артериальная гипертензия, нарушение 
ритма сердца, результат МоСА-теста и ИАГ по дан-

ным кардиореспираторного мониторинга (табл. 4).
Оказалось, что у пациентов с тяжелым СОАС 

предикторами приверженности СиПАП-терапии 
были более высокий индекс десатурации (отноше-

ние шансов 1,264, 95% доверительный интервал 
1,017–1,569, p = 0,034; повышение его на каждую 
единицу увеличивало вероятность адекватного 
применения СиПАП-терапии на 26,4%) и прояв-

ления тревоги (отношение шансов 1,056, 95% до-

верительный интервал 1,01–1,115, p = 0,049) (т. е. 
их наличие усиливало эту вероятность на 5,6%). 
ROC-кривая показала чувствительность модели 



Л.Г. Евлампиева и др. 139

О
РИ

ГИ
Н

А
Л

ЬН
Ы

Е
И

С
С

Л
ЕД

О
ВА

Н
И

Я

Результаты ROC-анализа 
ROC analysis results

85,7% и специфичность 78% (рисунок). Площадь 
под ROC-кривой составила 0,843 (95% доверитель-

ный интервал 0,712–0,974; p = 0,004).

Обсуждение 

Высокая встречаемость СОАС тяжелого течения 
среди мужчин кардиологического профиля в нашей 
работе согласуется с ранее проведенными исследо-

ваниями [17]. Доказано, что мужской пол является 
значимым фактором риска возникновения обструк-

тивного апноэ [18]. Вполне ожидаемым оказался 
высокий индекс массы тела у обследованных нами 
пациентов, поскольку представляет собой наиболее 
мощный предиктор СОАС [19].

Связь между СОАС и нарушением когнитивного 
функционирования достаточно хорошо изучена и 
объясняется эпизодической гипоксемией, фрагмен-

тацией естественного сна (нарушением качества 
сна), оксидативным стрессом, сосудистым воспа-

лением и наличием коморбидных состояний. Важ-

ным вопросом остается обратимость когнитивных 
функций у пациентов с СОАС. Полученные нами 
данные свидетельствуют об отсутствии динамики 
в оценке когнитивного статуса в группе СиПАП. 
В более ранних исследованиях показано, что Си-

ПАП-терапия улучшает когнитивное состояние та-

ких пациентов [20]. Однако результаты последнего 
метаанализа показали улучшение функциониро-

вания познавательных процессов только при кра-

ткосрочной СиПАП-терапии, продолжительность 
которой составила менее 8 нед. При более продол-

жительном использовании положительное влияние 
на когнитивное функционирование пропадает, что, 
вероятно, обусловлено стойкими патологическими 
изменениями, вызванными дегенерацией и гибе-

лью нейронов, а также дисфункцией гематоэнце-

фалического барьера вследствие накопления ток-

сических метаболитов [21]. Таким образом, наши 
результаты оказались сопоставимыми с мировыми 
данными.

В литературе описан ряд факторов, влияющих 
на приверженность СиПАП-терапии при СОАС: 
социально-демографические и экономические, тя-

жесть соматического состояния, психологические 

аспекты (такие как показатель ценности здоровья, 
самоэффективность), технические особенности 
аппарата и маски, уровень лечебного давления, по-

бочные эффекты использования аппарата, инфор-

мированность о СОАС и его последствиях [22]. По 
результатам нашего исследования, уровень лечеб-

ного давления и наличие побочных эффектов в виде 
сухости слизистых носоглотки снижали приемле-

мость лечению и не влияли на приверженность те-

рапии. По данным Ю.В. Овчинникова и коллег [23], 
приверженность долгосрочной СиПАП-терапии 
можно прогнозировать, используя один из следую-

щих критериев: значение уровня сатурация SpO2 ≤ 
91,5%, значение минимальной SpO2 на фоне апноэ ≤ 
76,5%, показатели максимальной длительности ап-

ноэ ≥ 60,5 сек., показатели общей длительности ап-

ноэ ≥ 67 мин. В представленном нами исследовании 
впервые показана независимая связь приверженно-

сти СиПАП с индексом десатурации (показатель тя-

жести СОАС) и показателем тревоги, выступившим 
в роли мотивирующего фактора. По данным регрес-

сионного анализа, более тяжелое течение апноэ сна 
и более выраженная тревога являются предиктора-

ми приверженности СиПАП-терапии. 
Обобщая вышесказанное, следует отметить, 

что, возможно, влияние СиПАП-терапии прояви-

лось отсутствием новых случаев развития ИБС, 

Таблица 4. Многофакторный регрессионный анализ факторов приверженности СиПАП-терапии 
Table 4. Multivariate regression analysis to assess factors of adherence to CPAP therapy

Предиктор / Predictor B

Стандартная 
ошибка / 
Standard 

error

Статистика 
Вальда 
/ Wald 

statistics
р ОШ / 

OR

95% ДИ для ОШ / 95% СI for OR
Нижняя 

граница / 
Lower limit

Верхняя 
граница / Upper 

limit

Проявление тревоги / 
Manifestation of anxiety 0,234 0,111 4,480 0,034 1,264 1,017 1,569

Индекс десатурации / 
Desaturation index 0,054 0,028 3,834 0,049 1,056 1,010 1,115

Константа / Constant –5,642 1,935 8,504 0,004 0,004

Примечание: ДИ – доверительный интервал; ОШ – отношение шансов.
Note: CI – confidence interval; OR – odds ratio.
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СиПАП-терапии, что могло повлиять на получен-

ные результаты. Также ограничением исследова-

ния является длительный интервал между визи-

тами (один год) вследствие пандемии COVID-19. 
Исследование является пилотным, в связи с чем 
для подтверждения настоящих выводов требуется 
продолжение наблюдения и увеличение количества 
пациентов.
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снижением уровня средней десатурации, индекса 
десатурации, общей длительности эпизодов деса-

турации и суммарного времени сатурации SpO2 
менее 80%. Отсутствие положительной динамики 
после СиПАП-терапии по остальным клиническим 
параметрам объясняется тяжелым течением СОАС 
и низкой приемлемостью лечению, требующей как 
более сложного режима терапии – БиПАП, так в 
отдельных случаях и коррекции СиПАП. Трудно-

сти с последним объяснимы тем, что большая часть 
исследования пришлась на период пандемии новой 
коронавирусной инфекции (COVID-19).

Заключение
Приверженность СиПАП-терапии у пациентов 

с тяжелой степенью СОАС и ССЗ можно прогно-

зировать с использованием модели, включающей 
индекс десатурации и проявления тревоги. Cи-

ПАП-терапия, вероятно, связана со вторичной про-

филактикой ИБС.

Ограничения исследования
Необходимо отметить, что малый объем выбор-

ки в представленном исследовании обусловлен не-

большим количеством пациентов, приверженных 
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Основные положения
• Пациенты с тромбоэмболией легочной артерии в Кемеровской области имеют отягощенный 

коморбидный фон и более старший возраст в сравнении с лицами, включенными в российский 
регистр, при этом демонстрируют значимо меньшее число случаев тромбоэмболии, спровоциро-
ванных хирургическими вмешательствами. Тактика лечения данной группы больных в Кузбассе 
включает активную реканализацию ветвей легочной артерии как с помощью применения фибри-
нолизиса, так и хирургических методов элиминации тромба. 

КЛИНИКО-АНАМНЕСТИЧЕСКИЕ ОСОБЕННОСТИ И ТАКТИКА 
ВЕДЕНИЯ ПАЦИЕНТОВ С ТРОМБОЭМБОЛИЕЙ ЛЕГОЧНОЙ АРТЕРИИ 

В КЕМЕРОВСКОЙ ОБЛАСТИ В СРАВНЕНИИ С РЕЗУЛЬТАТАМИ 
РОССИЙСКОГО РЕГИСТРА «СИРЕНА»

Цель
Сравнительный анализ особенностей диагностики, лечения и исходов у па-
циентов с тромбоэмболией легочной артерии (ТЭЛА), составивших регистр 
больных Кузбасса, с результатами российского регистра «СИРЕНА».

Материалы 
и методы

В регистровое проспективное одноцентровое исследование включены 185 
пациентов с ТЭЛА из Кемеровской области. Также проанализированы дан-
ные 609 пациентов из общероссийского регистра ТЭЛА «СИРЕНА» (наблю-
дательное проспективное многоцентровое исследование), которым было 
проведено стандартное обследование.

Результаты

Пациенты из Кемеровской области имели большее количество неблагопри-
ятных факторов риска ТЭЛА в сравнении с участниками регистра «СИРЕ-
НА»: хроническая сердечная недостаточность – 23,30 против 50,80%, ише-
мическая болезнь сердца – 8,50 против 36,20%, острое нарушение мозгового 
кровообращения в анамнезе – 9,90 против 12,40%, артериальная гипертензия 
– 65,70 против 78,40%, сахарный диабет 2-го типа– 15,20 против 20,50%, 
хроническая болезнь почек – 9,00 против 12,40% случаев соответственно.

Заключение

Пациенты с ТЭЛА Кемеровской области отличались более высокой распро-
страненностью сердечно-сосудистых заболеваний (ишемической болезни 
сердца, артериальной гипертензии, хронической сердечной недостаточно-
сти, венозной тромбоэмболии в анамнезе), более старшим возрастом, преоб-
ладанием лиц женского пола, более частым применением фибринолизиса по 
сравнению с пациентами, включенными в российский регистр «СИРЕНА». 
Хирургические методы удаления тромба из легочных артерий применялись 
только в Кузбассе.

Ключевые слова
Тромбоэмболия легочной артерии • Российский регистр тромбоэмболии ле-
гочной артерии («СИРЕНА») • Регистровое проспективное одноцентровое 
исследование тромбоэмболии легочной артерии (Кузбасс)
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Aim
To comparatively analyze the features of diagnosis, treatment and outcomes in 
patients with pulmonary embolism (PE) from the Kuzbass patient registry and the 
results of the “SIRENA” Russian registry.

Methods

The registry-based prospective single-center study included 185 patients with PE 
residing in the Kemerovo region. Moreover, we analyzed the data of 609 patients from 
the SIRENA registry (observational prospective multicenter study) who underwent a 
standard examination for patients with PE. Statistical processing of the study results 
was carried out using the MedCalc Version 16.2.1 software package (Softwa, Belgium).

Results

Patients from the Kemerovo region have more adverse risk factors for pulmonary 
embolism compared with patients from the SIRENA registry: chronic heart failure 
(CHF) (23.30% versus 50.80%), coronary artery disease (CAD) (8.50%) versus 
36.20%), acute stroke) in history (9.90% versus 12.40%), arterial hypertension 
(AH) (65.70% versus 78.40%), type 2 diabetes mellitus (type 2 diabetes) (15.20% 
vs. 20.50%), chronic kidney disease (CKD) (9.00% vs. 12.40%).

Conclusion

Patients with PE in the Kemerovo region are characterized by a higher prevalence 
of cardiovascular diseases (coronary artery disease, arterial hypertension, chronic 
heart failure, venous thromboembolism in the anamnesis), older age, predominance 
of women, more frequent use of fibrinolysis compared with patients included in 
the SIRENA Russian registry. Only in Kuzbass specialists used surgical methods 
of thrombus removal.
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Highlights
• Patients with pulmonary embolism in the Kemerovo region have severe comorbidities and are 

older than those included in the Russian registry, however, these patients show a significantly lower 
rate of thromboembolism provoked by surgical interventions. The management of this group of patients 
in Kuzbass region includes active recanalization of the pulmonary artery branches with the help of 
fibrinolysis and surgical methods of thrombus removal.

Список сокращений
МСКТ
ТЭЛА

–
–

мультиспиральная компьютерная томография 
тромбоэмболия легочной артерии

ЭхоКГ – эхокардиография

Введение
Венозные тромбоэмболии, включающие тром-

боз глубоких вен и тромбоэмболию легочной арте-

рии (ТЭЛА), являются третьей по частоте причи-

ной смерти среди всех сердечно-сосудистых забо-

леваний [1]. ТЭЛА представляет собой одно из наи-

более угрожающих жизни и здоровью состояний 
– как в терапевтической, так и хирургической прак-

тике. Однако данные о характере течения ТЭЛА, 
об особенностях диагностики, лечения и исходах в 
реальной клинической практике ограниченны, осо-

бенно в Российской Федерации. Наиболее крупное 
наблюдательное исследование пациентов с ТЭЛА 
(n = 2 454) – регистр ICOPER – проведено более 
15 лет назад в Европе [2]. В 2011 г. опубликованы 
данные регистра ТЭЛА EMPEROR (n = 1 880) [3]. 
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Index, PESI). В последующем определены лабора-

торные показатели (общий анализ крови, биохи-

мический анализ крови, D-димер, коагулограмма) 
и инструментальные показатели (эхокардиография 
(ЭхоКГ), МСКТ-ангиопульмонография, цветное ду-

плексное сканирование вен нижних конечностей).
Статистический анализ. Статистическая об-

работка результатов регистра Кемеровской обла-

сти осуществлена с помощью пакета программ 
MedCalc, версия16.2.1 (MedCalc Software Ltd, 
Бельгия). Для сбора полученных в ходе регистра 
«СИРЕНА» данных специалистами Zelenograd.ru 
была создана специализированная онлайн-систе-

ма. Статистическая обработка данных проведена с 
использованием пакета программ STATISTICA 6.0 
(StatSoft Inc., США). Расчет относительного риска 
выполнен при помощи онлайн-калькулятора, пред-

ставленном на сайте https://www.medstatistic.ru. 
Различия считали статистически значимыми при 
значениях p < 0,05.

Результаты 

В общероссийском регистре «СИРЕНА» поло-

вина пациентов были женского пола – 308 (50,50%) 
лиц, средний возраст составил 63 (59–70) года. В 
кемеровском регистре пациенты женского пола 
статистически значимо преобладали, 115 (62,20%) 
лиц, и были старше участников исследования «СИ-

РЕНА» – средний возраст 66 (64–67) лет (табл. 1).
В российском регистре ТЭЛА в анамнезе боль-

ных прослеживалась значительно реже, чем среди 
участников регистра Кемеровской области, в то 
время как хроническая венозная недостаточность 
значимо чаще отмечена в анамнезе общероссий-

ского регистра, а частота тромбоза глубоких вен в 
анамнезе определена в равных долях в обоих ис-

следованиях.
Регулярному приему назначенных ранее ан-

тикоагулянтов были привержены только 63,90% 
пациентов кемеровского регистра и лишь 5% лиц 
российского регистра. Неспровоцированная ТЭЛА 
чаще встречалась в регистре «СИРЕНА» – 20,03% 
случаев по сравнению с 12,43% случаев по данным 
регистра Кузбасса.

Участники российского регистра «СИРЕНА» 
чаще, в сравнении с пациентами с ТЭЛА из регистра 
Кузбасса, имели следующие факторы риска разви-

тия тромбоэмболических осложнений: иммобилиза-

ция в течение 12 мес. до эпизода (12,6 против 8,1%), 
хирургическая операция за последние 12 мес. (15,6 
против 5,9%) и хроническая обструктивная болезнь 
легких в прошлом (8,90 против 4,30% соответствен-

но). Ряд факторов риска встречались с одинаковой 
частотой в обоих регистрах: известная онкопато-

логия в анамнезе – 17,10 против 16,20%, фибрил-

ляция предсердий – 19,00 против 17,80%, прием 
гормональных препаратов в последние 12 мес. – 

При этом ни в один европейский регистр не были 
включены российские пациенты. В литературе пред-

ставлены результаты лишь нескольких одноцен-

тровых регистров ТЭЛА в России [4, 5]. В 2016 г. 
в Кузбассе стартовал регистр пациентов, госпи-

тализированных с подтвержденным диагнозом 
ТЭЛА [6]. Результаты данного локального регистра 
послужили пилотным проектом для начала более 
масштабного многоцентрового исследования «СИ-

РЕНА» (РосСИйский РЕгистр пациеНтов с тром-

боэмболией легочной Артерии; RusSIan REgistry of 
pulmoNAry embolism), основные тезисы которого 
опубликованы в 2020 г. [7].

Цель данного исследования заключалась в из-

учении особенностей диагностики, лечения и ис-

ходов у пациентов с ТЭЛА по данным кузбасского 
регистра в сравнении с результатами российского 
многоцентрового исследования «СИРЕНА». 

Материалы и методы
В регистровое проспективное одноцентровое 

исследование, выполненное в ГБУЗ КО «КОККД 
им. акад. Л.С. Барбараша» (Кемерово), методом 
сплошного включения в период с 2016 по 2018 г. (36 
мес.) вошли 185 пациентов, которые находились на 
стационарном лечении с верифицированным и под-

твержденным по результатам мультиспиральной 
компьютерной томографии-ангиопульмонографии 
(МСКТ-ангиопульмонография) диагнозом ТЭЛА. 
Пациенты очно посещали медицинское учрежде-

ние через 3, 6 и 12 мес. после выписки.
В российский регистр ТЭЛА «СИРЕНА» (на-

блюдательное проспективное многоцентровое ис-

следование) с период с 2018 по 2019 г. (12 мес.) было 
включено 609 пациентов. Наблюдение за включен-

ными больными до выписки из стационара/смерти 
в период госпитализации осуществлялось очно, 
после выписки (через 3, 6 и 12 мес.) – методом те-

лефонных опросов. Информацию о включенных 
пациентах предоставили 20 стационаров из 15 рос-

сийских городов (Биробиджан, Казань, Кемерово, 
Майкоп, Нижний Новгород, Пермь, Рязань, Сама-

ра, Санкт-Петербург, Сочи, Тверь, Томск, Улья-

новск, Улан-Удэ).
Исследование одобрено локальным этическим 

комитетом участвующих клинических центров 
(протокол № 1 от 24 января 2017 г.). До включе-

ния в исследование от всех участников получено 
письменное информированное согласие. Исследо-

вание выполнено в соответствии со стандартами 
надлежащей клинической практики (Good Clinical 
Practice) и принципами Хельсинкской декларации 
ВМА (пересмотра 2013 г.). 

Схема обследования включала сбор анамнеза и 
жалоб, оценку объективного статуса и определение 
прогностического индекса 30-дневной летально-

сти у больных ТЭЛА (Pulmonary Embolism Severity 
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– 9,90 против 12,40%, артериальная гипертензия 
– 65,70 против 78,40%, сахарный диабет 2-го типа 
– 15,20 против 20,50%, хроническая болезнь почек 
– 9,00 против 12,40% случаев соответственно. Так-

же отмечено, что больные ТЭЛА в Кузбассе чаще 
имели такие классические симптомы, как одышка/
нехватка воздуха (96,80%) и боль/дискомфорт в 

3,10 против 3,20% случаев соответственно. При 
этом по ряду факторов риска пациенты с ТЭЛА 
Кемеровской области демонстрировали более не-

благоприятную картину: хроническая сердечная 
недостаточность – 23,30 против 50,80%, ишемиче-

ская болезнь сердца – 8,50 против 36,20%, острое 
нарушение мозгового кровообращения в анамнезе 

Таблица 1. Сравнительная клиническая характеристика пациентов с ТЭЛА регистра Кемеровской области и российского 
регистра «СИРЕНА»
Table 1. Comparative clinical characteristics of patients with PE included in the Kemerovo region registry and the SIRENA Russian 
registry

Показатель / Parameter Регистр Кузбасса / 
Kuzbass Registry, n = 185 

«СИРЕНА» / 
SIRENA, n = 609 р

Возраст, лет / Age, years, Me (Q25; Q75) 66 (64;67) 63 (59;70) 0,002

Женский пол / Female gender, n (%) 115 (62,20) 308 (50,50) 0,008

Онкопатология / Oncopathology, n (%) 30 (16,20) 104 (17,10) 0,152

СД 2 / DM 2, n (%) 38 (20,50) 90 (15,20) 0,07

ТЭЛА в анамнезе / PE in the anamnesis, n (%) 36 (19,50) 56 (9,20) 0,0002

Приверженность АКТ / Adherence to the ACT, n (%) 118 (63,78) 31(5,09) 0,003
Иммобилизация в течение 12 мес. до эпизода / Immobilization for 
12 months prior to the episode, n (%) 15 (8,10) 77 (12,60) 0,110

Хирургическое вмешательство в течение 12 мес. / Surgical 
intervention within 12 months, n (%) 15 (8,10) 95 (15,60) 0,001

ХСН / CHF, n (%) 94 (50,80) 142 (23,30) 0,0001
ИБС / CAD, n (%) 67 (36,20) 52 (8,50) 0,0001
АГ / AH, n (%) 145 (78,40) 400 (65,70) 0,001
ТГВ / DVT, n (%) 30 (16,20) 118 (19,40) 0,652
ХВН / CVI, n (%) 15 (8,10) 191 (31,40) 0,001
ФП / AF, n (%) 33 (17,80) 116 (19,00) 0,790
ОНМК / Stroke, n (%) 23 (12,40) 60 (9,90) 0,385
Прием гормональных препаратов в последние 12 мес. / Taking 
hormonal drugs in the last 12 months, n (%) 6 (3,20) 19 (3,10) 0,238

ХОБЛ / COPD, n (%) 8 (4,30) 54 (8,90) 0,06

ХБП / CKD, n (%) 23 (12,40) 55 (9,00) 0,22

Неспровоцированная ТЭЛА / Unprovoked PE, n (%) 23(12,43) 122 (20,03) 0,001
Классы шкалы PESI / PESI scale classes

Низкий риск по шкале PESI (I–II класс) / Low risk on the PESI scale 
(Grade I–II), n (%) 43 (23,24) 270 (44,33) 0,002

Промежуточный риск по шкале PESI (III класс) / Intermediate risk 
on the PESI scale (Grade III), n (%) 55 (29,73) 119 (19,55) 0,003

Высокий риск по шкале PESI (IV–V класс) / High risk on the PESI 
scale (IV–V class), n (%) 87 (47,03) 220 (36,12) 0,004

Симптомы ТЭЛА / PE Symptoms

Одышка/нехватка воздуха / Shortness of breath/lack of air, n (%) 179 (96,80) 540 (88,70) 0,001

Боль/дискомфорт в грудной клетке / Chest pain/discomfort, n (%) 78 (41,60) 178 (29,80) 0,001
Синкопальное/пресинкопальное состояние / Syncopal/pre-syncopal 
condition, n (%) 50 (27,20) 179 (30,00) 0,59

Кашель и кровохарканье / Cough and hemoptysis, n (%) 14 (7,60) 51 (8,50) 0,63

Примечание: АГ – артериальная гипертензия; АКТ – антикоагулянтная терапия; ИБС – ишемическая болезнь сердца; 
ОНМК – острое нарушение мозгового кровообращения; СД 2 – сахарный диабет 2-го типа; ТГВ – тромбоз глубоких 
вен; ТЭЛА – тромбоэмболия легочной артерии; ФП – фибрилляция предсердий; ХБП – хроническая болезнь почек; ХВН – 
хроническая венозная недостаточность; ХОБЛ – хроническая обструктивная болезнь легких; ХСН – хроническая сердечная 
недостаточность; PESI – индекс тяжести легочной эмболии.
Note: ACT – anticoagulant therapy; AF – atrial fibrillation; AH – arterial hypertension; CAD – coronary artery disease; CHF 
– chronic heart failure; CKD – chronic kidney disease; COPD – chronic obstructive pulmonary disease; CVI – chronic venous 
insufficiency; DM – diabetes mellitus; DVT – deep vein thrombosis; PE – pulmonary embolism; PESI – Pulmonary Embolism Severity 
Index.



148 Features of management of patients with thromboembolism in the Kemerovo region 

грудной клетке (41,60%). Более редкие симптомы, 
такие как синкопальное состояние, определены у 
трети пациентов, а кашель с кровохарканьем – у 8% 
пациентов обоих регистров (см. табл. 1). 

В регистре «СИРЕНА» распределение больных 
по степени риска 30-дневной смерти согласно шка-

ле PESI показало, что четверть пациентов изучае-

мой выборки имели очень высокий риск смерти (V 
класс), при этом к категории высокого риска (V и 
IV класс) относились 36,12% лиц. Категорию низ-

кого риска (I и II класс) составили 44,33%, а про-

межуточного – 19,55% больных ТЭЛА. Пациенты 
с ТЭЛА высокого риска характеризовались более 
старшим возрастом, большей частотой таких забо-

леваний, как артериальная гипертензия и онколо-

гические заболевания, а также наиболее высокой 
медианой давления в легочной артерии; у 28,20% 
лиц наблюдалось повышение маркера некроза ми-

окарда (тропонина T). Наиболее интересны харак-

теристики пациентов промежуточного риска, так 
как по клиническим параметрам они были близки 
к пациентам высокого риска и у них наблюдалась 
наибольшая частота коморбидных заболеваний, 
таких как сахарный диабет 2-го типа, хроническая 
обструктивная болезнь легких и хроническая сер-

дечная недостаточность. Большинство участников 
регистра Кузбасса соответствовали III–V классу по 
шкале PESI, что значимо отличало данную когорту 
от пациентов из российского регистра (см. табл. 1). 

В ходе диагностических мероприятий ЭхоКГ 
выполнена 545 (89,50%) пациентам регистра «СИ-

РЕНА», в кемеровском кардиоцентре – в 100% 
случаев. Визуализация методом МСКТ легочной 
артерии выполнена 532 (87,40%) участникам рос-

сийского регистра, в кемеровском кардиологиче-

ском центре – в 100% случаев. Частота поражения 
главных и долевых ветвей легочной артерии была 
сравнительно одинакова, составив около 70% слу-

чаев в обоих регистрах. Поражение ствола легоч-

ной артерии наблюдалось менее чем в 10% случаев, 
более чем в 80% случаев определено двустороннее 
поражение. Не выявлено достоверных различий в 
исследуемых показателях по данным ЭхоКГ меж-

ду участниками регистров. В обоих исследованиях 
установлено значимое повышение концентрации 
D-димера в крови – от 2 500 до 6 000 нг/мл (рефе-

ренсное значение показателя менее 500 нг/мл).
Лечебные стратегии значимо не различались в 

российском регистре и регистре пациентов Кузбасса. 
Так, в общероссийском исследовании «СИРЕНА» 
тромболитическая терапия проведена 152 (25,00%) 
пациентам с ТЭЛА – против 56 (30,30%) больных 
регистра Кузбасса. По эффективности антикоагу-

лянтной терапии изучаемые группы также были со-

поставимы, лишь частота введения нефракциониро-

ванного гепарина была значимо выше в российском 
регистре – в кардиологическом стационаре Кузбасса 

наиболее часто использовалось введение низкомоле-

кулярных гепаринов, что более целесообразно, так 
как не требует жесткого контроля активированного 
частичного тромбинового времени (табл. 2). 

Установлено, что хирургическая элиминация 
тромбоэмбола из главных ветвей легочной артерии 
не применяется в рутинной практике стационаров 
РФ. В Кемеровском кардиоцентре проведено 8 
(4,30%) процедур эмболэктомии из ветвей легоч-

ной артерии и 3 (1,62%) процедуры эндоваскуляр-

ной фрагментации тромба в стволе легочной ар-

терии с локальным введением тромболитика (см. 
табл. 2). По результатам общероссийского и кеме-

ровского регистров пациентов с ТЭЛА не выявлено 
статистически значимых различий в частоте разви-

тия летальных исходов на госпитальном и однолет-

нем этапах наблюдения, летальность не превысила 
9%. Однако, по данным регистра «СИРЕНА», у 25 
(12,70%) человек во время госпитализации случи-

лось кровотечение на фоне тромболитической те-

рапии. Среди пациентов Кемеровской области не 
отмечено ни одного случая кровотечения на стаци-

онарном этапе лечения. 

Обсуждение
Пациенты регистра Кузбасса были старше участ-

ников общероссийского исследования «СИРЕНА», 
однако возраст больных Кузбасса был сопоставим с 
таковым у лиц регистра Томска (2013–2016 гг.) и трех 
зарубежных регистров (REITE, DNPR, Framingham 
study) [8–10].

Отмечено, что в регистрах Кузбасса и Томска 
преобладали пациенты с ТЭЛА женского пола, в то 
время как в российском регистре и наиболее круп-

ных зарубежных исследованиях больные по полу 
распределялись равномерно. У больных Кузбасса 
преобладали факторы риска неблагоприятного тече-

ния ТЭЛА, связанные с сердечно-сосудистой пато-

логией (хронической сердечной недостаточностью, 
ишемической болезнью сердца и артериальной 
гипертензией), а также чаще наблюдалась ТЭЛА в 
анамнезе в сравнении с регистром РФ и зарубежны-

ми исследованиями RIETE [8] и DNPR [9]. Данный 
факт, несомненно, отражает локальную особенность 
пациентов Кузбасса, так как в близком географи-

чески регионе (Томск) продемонстрировано лишь 
6,80% случаев ТЭЛА в анамнезе обследованных 
участников [5] (см. табл. 2). В регистре «СИРЕНА» 
чаще отмечен такой классический и наиболее небла-

гоприятный фактор риска ТЭЛА, как хирургическое 
вмешательство за 12 мес. перед индексным событи-

ем. Сравнительный анализ с результатами регистро-

вого исследования EMPEROR (2011 г.) показал, что 
российские пациенты имеют сопоставимую с евро-

пейцами частоту факторов риска [3].
Распространенность онкопатологии в регистрах 

пациентов Кузбасса и РФ сопоставима с данными 
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исследований PREFER VTE и DNPR [9, 11] Наи-

более часто онкопатология встречалась в регистре 
Томска (28%). В Фраменгемском исследовании уста-

новлено, что пациенты с ТЭЛА характеризовались 
более молодым возрастом, а у 31% выявлена онкопа-

тология. Однако статистически значимо с развитием 
ТЭЛА были ассоциированы более старший возраст 
больных и наличие ожирения [10]. Распространен-

ность сахарного диабета 2-го типа в регистре Куз-

басса сопоставима с такой в регистре «СИРЕНА» и 
близка к данным регистра RIETE [8] (см. табл. 2).

Полученные данные наиболее вероятно связаны 
с тем, что пациенты регистра Кузбасса были более 
старшего возраста и чаще имели сопутствующие 
патологии в сравнении с участниками россий-

ского регистра «СИРЕНА». Так, среди 1 247 лиц, 
включенных в регистр венозных тромбоэмболий 
SWIVTER (2012 г.), 52% были старше 65 лет. У по-

жилых больных наблюдалась тенденция более ча-

стого развития массивной ТЭЛА [12]. В регистрах 
REITE (2008 г.) и ICOPER (1999 г.) риск неблаго-

приятного исхода также ассоциирован с возрастом 
старше 75 и 70 лет соответственно [2, 8]. Приведен-

ные данные о более высоком риске фатального ис-

хода при ТЭЛА у пожилых пациентов, при наличии 
тяжелой соматической патологии, неоднократно 
подтверждались в других работах [10, 13–15]. 

Риск рецидивов венозной тромбоэмболии также 

выше среди лиц пожилого возраста, страдающих 
ожирением, имеющих онкопатологию и антифосфо-

липидный синдром, а также в случае неспровоциро-

ванной индексной ТЭЛА [16]. Однако значительно 
реже в зарубежных исследованиях встречается вы-

сокая частота таких факторов риска, как хрониче-

ская сердечная недостаточность и перенесенное 
острое нарушение мозгового кровообращения: так, 
среди пациентов США в регистре EMPERIOR дан-

ные факторы риска определены в 7,50 и 2,80% слу-

чаев соответственно [3]. Полученные результаты 
могут быть обусловлены более старшим возрастом 
пациентов с ТЭЛА российской популяции, а также 
меньшей приверженностью лечению сердечно-со-

судистой патологии адекватными дозами лекар-

ственных препаратов. Однако пожилой возраст, как 
мощный немодифицируемый фактор риска, спосо-

бен оказывать влияние как на летальный риск, так 
и частоту развития нефатальных неблагоприятных 
исходов. Именно возраст, по нашему мнению, внес 
вклад в расчетный балл по индексу PESI, и боль-

шинство пациентов были стратифицированы в 
группы промежуточного и высокого риска в реги-

стре Кузбасса. На одышку/нехватку воздуха и боль/
дискомфорт в грудной клетке также чаще жалова-

лись пациенты регистра Кузбасса, что, вероятно, 
вызвано присутствием более тяжелой сопутствую-

щей патологии в данной выборке. Однако даже при 
Таблица 2. Сравнительная характеристика лечебной тактики у пациентов с ТЭЛА регистра Кемеровской области и 
российского регистра «СИРЕНА»
Table 2. Comparative characteristics of management of patients with PE included in the Kemerovo region registry and the SIRENA 
registry

Показатель / Parameter Регистр Кузбасса / 
Kuzbass Registry, n = 185

«СИРЕНА» / 
SIRENA, n = 609

ТЛТ / TLT, n (%) 56 (30,30) 152 (25,00) 0,179

Нефракционированный гепарин / Unfractionated heparin, n (%) 19 (10,27) 132 (21,67) 0,012

НМГ / LMWH, n (%) 167 (90,27) 538 (88,34) 0,354

Дабигатран / Dabigatran, n (%) 76 (41,08) 183 (30,04) 0,875

Варфарин / Warfarin, n (%) 30 (16,22) 110 (18,06) 0,369

Апиксабан / Apixaban, n (%) 20 (10,81) 46 (7,55) 0,527

Ривароксабан / Rivaroxaban, n (%) 53 (28,65) 202 (33,16) 0,378
Целевой уровень достижения МНО при приеме варфарина в 
стационаре / The target level of achieving INR on warfarin in the 
hospital, n (%)

100,00 59 (48,40) 0,008

Установка кава-фильтра / Installing a cava filter, n (%) 0 8 (1,30) –

Эмболэктомия из ЛА / Embolectomy from PA, n (%) 8 (4,30 ) 0 –
Эндоваскулярная фрагментация тромба в ЛА с локальным 
тромболизисом / Endovascular fragmentation of a blood clot in PA 
with local thrombolysis, n (%)

3 (1,62) 0 –

Госпитальные исходы / Hospital outcomes

Летальный госпитальный исход / In-hospital mortality, n (%) 15 (8,10) 60 (9,90) 0,59
Кровотечение на стационарном этапе наблюдения / Bleeding at the 
inpatient stage of follow-up, n (%) 0 25 (12,70) –

Примечание: ЛА – легочная артерия; МНО – международное нормализованное отношение; НМГ – низкомолекулярные 
гепарины; ТЛТ – тромболитическая терапия.
Note: INR – international normalized ratio; LMWH – low molecular weight heparins; PA – pulmonary artery; TLT – thrombolytic 
therapy.
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наличии клинических симптомов ТЭЛА они могут 
быть неверно интерпретированы ввиду их неспец-

ифичности [17]. По частоте встречаемости ключе-

вых симптомов результаты регистра СИРЕНА во 
многом совпали с данными регистра 20-летней дав-

ности ICOPER. В частности, в регистрах СИРЕНА 
и ICOPER пациенты в качестве дебюта заболевания 
отмечали одышку в 89 и 80% случаев, синкопаль-

ное/пресинкопальное состояние – в 30 и 20%, ка-

шель – в 17 и 20%, боль в нижней конечности или их 
асимметрию – в 9 и 15%, кровохарканье – в 9 и 10% 
случаев соответственно [2]. Многогранность пер-

вых симптомов ТЭЛА показана и в американском 
регистре 2011 г., в котором наиболее частыми сим-

птомами были одышка (72%), боль в груди (39%) и 
отек конечностей, свидетельствующий о тромбозе 
глубоких вен (24%), лишь у 5% пациентов заболева-

ние дебютировало с синкопальных состояний [18]. 
Следует отметить высокий уровень диагности-

ческих и лечебных мероприятий в Кузбасском кар-

диологическом центре. Так, согласно современным 
рекомендациям, всем пациентам, поступившим с 
подозрением на ТЭЛА, были выполнены ЭхоКГ и 
МСКТ, а результаты российского регистра показа-

ли, что данные процедуры были проведены только в 
80% случаев. Также регистр «СИРЕНА» продемон-

стрировал недостижение целевого активированного 
частичного тромбопластинового времени на фоне 
лечения антикоагулянтами, среди пациентов с ТЭЛА 
из регистра Кузбасса 90% получали НМГ в острой 
стадии заболевания, что наиболее эффективно со-

гласно современным рекомендациям. Кроме того, в 
Кемеровском кардиологическом центре применяют-

ся хирургические технологии по элиминации эмбола 
из ветвей легочной артерии, в том числе эндоваску-

лярные, что соответствует европейским тенденциям 
лечения ТЭЛА [19]. Различия в хирургической так-

тике ведения пациентов объяснимы специализацией 
центров и наличием хирургической базы – безуслов-

но, лечение наиболее эффективно при госпитализа-

ции больного в сосудистый центр [20]. 
В проведенном анализе пациенты регистров не 

различались по госпитальным летальным исходам 
(8 и 10% соответственно). В регистре EMPERIOR 
30-дневная смертность от всех причин составила 
лишь 5,4% (95% доверительный интервал 4,4–6,6) [3]. 
Общая летальность в течение 3 мес. после индекс-

ной ТЭЛА в регистре ICOPER (1999 г.) составила 
17%, при этом вследствие рецидива ТЭЛА – 45%, а 
онкопатологии – 18% [2]; в регистре REITE (2008 г.) 
зарегистрирован более низкий уровень общей смерт-

ности и смертности от рецидива ТЭЛА – 8,65 и 1,68% 
соответственно [8], на более позднем этапе наблю-

дения этого же регистра (2018 г.) – уже 5,3% [21]. 
В регистре DNPR 30- и 90-дневная смертность сни-

зилась в период с 2004 по 2014 г. с 17 до 11% и с 23 до 
18% соответственно [9, 11]. На госпитальном этапе 

наблюдения в регистре Томска госпитальная леталь-

ность составила лишь 4,4%. Причинами фатальной 
ТЭЛА в регистре Томска выступили такие факторы, 
как рецидивирующее течение (30,80%) и онкопато-

логия (18%), крупные оперативные вмешательства 
(19%) и длительная иммобилизация (86%) [5].

Таким образом, проведенный анализ показывает 
различие возраста, пола и сопутствующей соматиче-

ской патологии у пациентов как российских, так и за-

рубежных регистров ТЭЛА. Участники российских 
исследований в целом сопоставимы по полученным 
результатам, но отличаются от пациентов зарубеж-

ных регистров высокой частотой сопутствующих 
сердечно-сосудистых заболеваний. Следует отме-

тить, что регистры ТЭЛА проведены в разное время 
и с разными тактиками ведения и лечения больных.

Заключение
Пациенты с ТЭЛА в Кемеровской области ха-

рактеризуются преобладанием лиц женского пола, 
более старшим возрастом и наличием сердечно-со-

судистой патологии (артериальная гипертензия, 
ишемическая болезнь сердца, застойная сердечная 
недостаточность, а также венозная тромбоэмболия 
в анамнезе) в сравнении с лицами, включенными 
в общероссийский регистр «СИРЕНА». При этом 
среди кемеровских пациентов значимо меньше 
случаев хирургических вмешательств, спровоци-

ровавших развитие ТЭЛА, что, вероятно, связано 
с эффективной антикоагулянтной профилактикой 
осложнений. В лечении больных ТЭЛА обращает 
внимание частое применение фибринолизиса. Па-

циенты Кемеровской области не отличались от лиц 
российского регистра по степени риска 30-днев-

ной смерти, показателям ЭхоКГ и МСКТ. При этом 
только в Кузбассе применялись хирургические ме-

тоды элиминации тромба из легочных артерий. 
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Основные положения
• Внеклеточные везикулы (ВВ) – мембранные объекты c молекулярным грузом внутри себя 

и на поверхности, выполняющие разнообразные биологические функции, связанные с межкле-
точным взаимодействием, поэтому являются перспективным объектом для диагностических и 
терапевтических целей.

• Культура клеток острого миелоидного лейкоза человека (THP-1) – классическая модельная 
моноцитарно-макрофагальная система. Спектр секретируемых этой культурой ВВ гетерогенен и 
недостаточно охарактеризован к настоящему времени.

• В работе проведено сравнение продуцируемых клетками THP-1 ВВ при воздействии различ-
ных стимуляторов.

ОСОБЕННОСТИ ПРОДУКЦИИ ВНЕКЛЕТОЧНЫХ ВЕЗИКУЛ КЛЕТКАМИ 
ЛИНИИ THP-1 ПРИ СТИМУЛЯЦИИ IN VITRO

Цель
Количественная и качественная характеристика внеклеточных везикул (ВВ), 
продуцируемых клетками линии THP-1, в зависимости от использованного 
стимулятора и его дозы.

Материалы 
и методы

В исследовании использованы клетки культуры THP-1. Для стимуляции 
клеток применены 4-форбол-12-миристат-13-ацетат (PMA) в дозах 5, 16 и 
50 нг/мл, липополисахарид (ЛПС) в дозах 0,1, 0,3 и 1,0 нг/мл и фактор некро-
за опухоли (ФНО) в дозах 5, 10 и 20 нг/мл. Активация клеток оценена изме-
нением уровня экспрессии CD54, а наличие апоптоза/некроза – посредством 
подсчета DAPI (4′,6-диамидино-2-фенилиндол)-позитивных клеток с помо-
щью высокочувствительной проточной цитометрии (hs-FCM). Размерность 
продуцируемых везикул и их количественная характеристика приведены с 
использованием анализа траектории наночастиц (NTA). Качественная харак-
теристика экспрессируемых поверхностных молекулярных маркеров (CD9, 
CD63, CD54) представлена с помощью высокочувствительной многоцветной 
проточной цитометрии (hs-FCM).

Результаты

Стимуляция ФНО и PMA в средних и высоких дозировках приводит к на-
растанию секретируемой фракции малых (30–150 нм) ВВ, экспрессирующих 
тетраспаниновые маркеры (CD9, CD63). Малые дозы ФНО и PMA не приво-
дили к достоверному приросту количества ВВ. При использовании всех до-
зировок ЛПС отмечено некоторое количественное снижение ВВ в диапазоне 
30–150 нм (малые ВВ). Однако средние и высокие дозы ЛПС вызывали до-
стоверную селективную секрецию CD63-положительных ВВ при полном от-
сутствии динамики изменения CD9-позитивных везикул. Активация клеток, 
оцениваемая по экспрессии CD54, носила дозозависимый характер и была 
наиболее выражена при стимуляции PMA. 

Заключение

Каждый вид использованной стимуляции клеток THP-1 провоцирует изме-
нение функциональной активности клеток в отношении продуцируемых 
ими ВВ. При этом может меняться не только количественный, но и каче-
ственный состав продуцируемых объектов. Наиболее предпочтительными в 
стимуляции везикуляции оказались средние и высокие дозы ФНО и PMA. 

ONLINE
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Aim
To quantitatively and qualitatively characterize THP-1-derived extracellular 
vesicles in depending on type and dose of used stimulators. 

Methods

THP-1 cells were stimulated by PMA (4-phorbol 12-myristate 13-acetate), 
LPS (lipopolysaccharide) and TNF (tumor necrosis factor). Cell activation and 
viability were assessed by the expression of CD54 and DAPI (4′,6-diamidino-
2-phenylindole) staining respectively. Size and quantitative characteristics were 
assessed using nanoparticle tracking analysis (NTA). Qualitative assessment of 
surface molecular markers (CD9, CD63, CD54) was performed by high-sensitivity 
multicolor flow cytometry (hs-FCM).

Results

TNF and PMA stimulation in medium and high doses led to an increase in quantity 
of small EVs (30–150 nm) that express tetraspanins CD9 and CD63. Low doses of 
TNF and PMA did not lead to a significant increase of EVs compared to control. 
There was a decrease in amount of small EVs (30–150 nm) in LPS-stimulated 
probes. However, medium and high doses of LPS stimulated selective CD63-
positive EVs secretion with absence of CD9-positive events. Cell activation 
assessed by CD54 expression have been dose-dependent and was most prominent 
under PMA stimulation.

Conclusion

Every type of THP-1 cell activators promotes changes in the functional activity 
of cells towards production of extracellular vesicles. Moreover, we have 
demonstrated quantitative and qualitative difference in THP-1-derived vesicles 
under different stimulation conditions. Medium and high doses of PMA and TNF 
were the most relevant in stimulation of vesiculation. LPS-stimulation could be 
used to selectively obtain CD63-positive fraction of EV.

Keywords
THP-1 • Extracellular vesicles • Exosomes • Microvesicles • Tumor necrosis factor 
• Lipopolysaccharide • 4-forbol-12-myristate-13-acetate
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understudied. 

• The review presents the comparison of EVs produced by stimulated THP-1 cells.
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Список сокращений
ВВ
ЛПС
ФНО

–
–
–

внеклеточные везикулы 
липополисахарид 
фактор некроза опухоли 

ICAM1
PMA

–
–

молекула межклеточной адгезии 1
4-форбол-12-миристат-13-ацетат 

Введение 

Внеклеточные везикулы (ВВ) представляют со-

бой гетерогенную группу мембранных структур 
клеточного происхождения, включающую экзосо-

мы, микровезикулы и апоптотические тельца [1–3]. 
Во многих исследованиях показана их вовлечен-

ность в межклеточную коммуникацию за счет пере-

носимого ими груза как внутри одного организма, 
так и между видами [4–7]. Клетки иммунной систе-

мы человека, в частности клетки моноцитарно-ма-

крофагального ростка, также используют везикулы 
для внеклеточного взаимодействия. Уже продемон-

стрировано, что моноцитарные и макрофагальные 
везикулы участвуют в регуляции ангиогенеза, коа-

гуляционного и костного гомеостаза [8–15]. 
Так, в 2008 г. в эксперименте in vitro определено, 

что микровезикулы, полученные из культуры клеток 
THP-1, активированной эндотоксином и ионофором 
кальция или голоданием, вызывают апоптоз и дис-

баланс тромбогенных/антитромбогенных факторов 
в сторону прокоагуляции у эндотелиальных клеток 
пупочной вены человека (HUVEC) [11]. Кроме того, 
в этой же работе показана их возможная вовлечен-

ность в ангиогенез за счет стимуляции образования 
трубочек, схожих с человеческими сосудами [11]. 
В дополнение к вышесказанному внеклеточные ве-

зикулы, полученные от THP-1, обработанные паль-

митиновой кислотой, стимулируют эндотелиальную 
миграцию и увеличение экспрессии молекул адге-

зии (VCAM1, ICAM1) у тех же эндотелиальных кле-

ток [16]. Однако везикулы из макрофагов, диффе-

ренцированных из THP, угнетают миграцию клеток 
эндотелия (HUVEC) за счет изменения экспрессии 
интегринов на их поверхности [17]. Стоит отметить, 
что везикулы, полученные из клеточной линии ма-

крофагов крыс (Raw 264.7), оказывают противопо-

ложный эффект, а именно стимулируют ангиогенез 
in vitro и ускоряют рост сосудов in vivo [8]. 

Кроме того, внеклеточные везикулы вовлечены 
в процесс воспаления. Например, ВВ, полученные 
непосредственно из культуры клеток THP-1, обла-

дают иммуномодулирующей функцией во время 
инфекционного процесса [18]. Более того, везику-

лы из М1-поляризованных макрофагов за счет вхо-

дящей в их состав miR-1246 способствуют воспа-

лению в височно-нижнечелюстном суставе посред-

ством активации пути Wnt/β-катенин, а везикулы из 
М2-макрофагов, несущих длинную некодирующую 
РНК MEG3, участвуют в воспалительных реакциях 
при язвенном колите [14, 19]. Также показана роль 

ВВ в воспалительных процессах в эндотелии при 
артериальной гипертензии [20] и в различных ин-

фекционных и неинфекционных заболеваниях пе-

чени [21, 22]. C другой стороны, в ряде случаев у 
макрофагальных везикул отмечают противовоспа-

лительные эффекты. Так, макрофагальные везику-

лы оказывали противовоспалительный эффект пу-

тем подавления продукции цитокинов макрофага-

ми в мышиной модели острого гепатита, индуциро-

ванного конканавалином А [23]. А.C. Shi и коллеги 
обнаружили в везикулах из культуры THP-1 белок 
теплового шока 27 (HSP27), оказывающий проти-

вовоспалительное действие, ингибирующий атеро-

генез и снижающий уровень холестерина [24]. Все 
это свидетельствует о плейотропном действии вне-

клеточных везикул в зависимости от стадии диффе-

ренцировки клеток моноцитарно-макрофагального 
ряда или стимулятора, подействовавшего на них.

Использованная во многих описанных выше 
экспериментах культура THP-1 – это клетки моно-

цитарного ряда человека, полученные от больного 
острым миелоидным лейкозом. Данная культура 
уже показала свою состоятельность в моделирова-

нии поляризации и функциональных особенностей 
моноцитов и макрофагов [25–27]. В литературе 
описано множество способов стимуляции и поля-

ризации THP-1, в том числе применяют протоколы 
стимуляции с использованием липополисахарида 
(ЛПС) [21, 25, 28–32], форбол 12-миристат 13-ацета-

та (phorbol 12-myristate 13-acetate, PMA) [27, 33–36] 
и фактора некроза опухолей (ФНО) [37, 38]. Однако 
внеклеточные везикулы, выделяемые стимулиро-

ванными клетками THP-1, а также обусловливаю-

щие их множественную биологическую функцию, 
изучены недостаточно. Целью настоящей работы 

стала количественная и качественная характеристи-

ка внеклеточных везикул, продуцируемых клетками 
линии THP-1, в зависимости от использованного 
стимулятора и его дозы.

Материалы и методы
Культивирование и стимуляция клеток куль-

туры THP-1 
Культура опухолевых моноцитоподобных кле-

ток линии ТНР-1 («Российская коллекция клеточ-

ных культур института цитологии РАН», Россия) 
содержалась и выращивалась в питательной среде 
RPMI-1640 («Биолот», Санкт-Петербург) с добав-

лением L-глутамина («Биолот», Санкт-Петербург), 
гентамицина и 10% эмбриональной сыворотки те-
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США) в финальной концентрации 10 нг/мл, как это 
показано ранее [40].

Иммунофенотипирование внеклеточных везикул
Окрашивание внеклеточных везикул проводи-

ли с использованием следующих моноклональ-

ных антител, конъюгированных с флюорофорами 
antiCD54-PE (Beckman Coulter, США), Annexin 
V-FITC (BioLegend, США), anti-CD14-KromeOrange 
(Beckman Coulter, США), anti-CD9-PE/Cy7 
(BioLegend, США), anti-CD63-APC (BioLegend, 
США). 100 мкл ранее фракционированного образ-

ца окрашивали 1 мкл соответствующих антител в 
течение 20 мин при комнатной температуре в тем-

ноте. Окрашенный образец разбавляли DPBS до 
исчезновения эффекта наложения (coincedence) 
по ранее описанной методике [41–43]. Рабочими 
разведениями для цитометрии были 1:50 и 1:100 в 
зависимости от использованной панели и концен-

трации детектируемых частиц.
Анализировали внеклеточные везикулы с ис-

пользованием проточного лазерного цитоме-

тра CytoFLEX S (Beckman Coulter, США). На-

стройка калибровки прибора выполнена с помо-

щью эталонного набора Cytometry Sub-Micron 
Particle Size Reference Kit, молекулярных зондов 
от Life Technologies, а также Megamix-Plus FSC и 
Megamix-Plus SSC (Biocytex, Франция), содержа-

щих FITC-меченые частицы различных известных 
диаметров. Все контроли, в том числе контроль 
наличия мембран с использованием детергентов, 
контроль ложноположительных и ложноотрица-

тельных результатов, выполнены в соответствии с 
ранее опубликованными требованиями [6, 44] и ра-

нее описанной нами методикой [41, 42, 45]. 
Анализ и оценку полученных результатов фе-

нотипирования клеток и внеклеточных везикул 
проводили в программной среде Cytexpert 2.4 
(Beckman Coulter, США) и Kaluza 2.1 (Beckman 
Coulter, США).

Анализ траектории наночастиц (NTA) 
Для определения размера и концентрации иссле-

дуемых внеклеточных везикул использовали при-

бор NanoSight (NanoSight Ltd, Великобритания), 
оборудованный синим лазером (488 нм). Перед ана-

лизом образцы были разбавлены в 1 мл ультрачи-

стой воды, полученной из прибора MiliPore_(Merck 
Milipore, США), в соотношении 1:10 для создания 
оптимальной концентрации частиц для проведения 
анализа. Видеофиксацию результатов исследова-

ния проводили в режиме равномерной потоковой 
подачи образца в 5 технических повторах в течение 
60 сек каждый.

Полученные изображения оценивали визуально 
с использованием программного обеспечения NTA 
3.4 NanoSight (NanoSight Ltd, Великобритания). 

ленка (Hyclone, США) во флаконе для культивиро-

вания клеток в условиях инкубатора при темпера-

туре 37 °С и с 5%-м содержанием СО2 в воздухе, 
как это было описано ранее [39]. Пассажирование 
клеток проводилось два раза в неделю с интерва-

лом в 2–3 дня. Кратность пересева составляла 1:4. 
Затем собрали 22,5 млн клеток, отмыли в све-

жей среде RPMI1640 («Биолот», Москва, Россия) 
без сыворотки и развели в RPMI1640 c 10% FBS 
(Gibco, ThermoFisher, США) в концентрации 500 
тыс. клеток в миллилитре. После этого вносили 
клетки в лунки 6-луночного планшета в объеме 3 
мл на лунку (по 1,5 × 106 клеток). Затем к клеткам 
добавили стимуляторы TNF (BioLegend, США; ко-

нечные концентрация 5, 10 и 20 нг/мл), PMA (Sigma 
Aldrich, США; конечные концентрации 5, 16 и 50 нг/
мл) или бактериальный ЛПС (Sigma Aldrich, США; 
конечные концентрации 0,1, 0,3, 1,0 нг/мл). В каче-

стве отрицательного контроля к клеткам добавили 
равный объем питательной среды PRMI-1640. По-

сле чего клетки инкубировали в течение суток при 
37 °С и 5% СО2. По окончании инкубации содер-

жимое лунок собирали и центрифугировали 15 мин 
со скоростью 1 500 g, надосадки отбирали в свежие 
пробирки и повторно центрифугировали 15 мин со 
скоростью 1 500 g, затем надосадок переносили в 
свежие пробирки и центрифугировали 15 мин со 
скоростью 3 000 g. Надосадок отбирали в свежие 
пробирки, замораживали и хранили при –70 °С до 
дальнейшего использования. Все эксперименты де-

лали в тройных повторах. 
После разморозки при комнатной температуре 

образцы фракционировали при помощи центрифу-

гирования (30 мин при 16 000 g). После чего надо-

садок удаляли, а осадок ресуспендировали в 100 µl 
DPBS без Ca и Mg («Биолот», Россия). 

Иммунофенотипирование клеток THP-1 
Окрашивание клеток культуры THP-1 проводи-

ли через 24 ч после стимуляции с использовани-

ем моноклональных антител, конъюгированных 
с флюорофорами anti-CD54-PE (Beckman Coulter, 
США), anti-CD209-PE (Beckman Coulter, США) и 
anti-CD16-PC7 (Beckman Coulter, США). Окраши-

вали образцы в соответствии с рекомендациями 
производителя: 100 мкл суспензии клеток THP-
1 окрашивали вышеуказанными антителами при 
комнатной температуре в течение 20 мин в темно-

те. Затем все образцы дважды промывали (330 g 
в течение 7 мин) стерильным PBS с добавлением 
2% фетальной телячьей сыворотки (FCS) (Sigma-
Aldrich Co., США), ресуспендировали в 200 мкл 
свежего PBS. Для удаления погибших клеток из 
зоны анализа, а также для определения жизнеспо-

собности клеток линии ТНР-1 в ответ на стиму-

ляцию применяли ДНК-связывающий краситель 
DAPI (4′,6-diamidino-2-phenylindole, BioLegend, 
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Полученные видео процессировали с использо-

ванием программного обеспечения NTA 3.4 для 
отслеживания траекторий движения всех частиц. 
Результаты количества частиц анализировали в 4 
диапазонах размерности: менее 30, 30–150, 150–
400 и более 400 нм. Частицы менее 30 и более 400 
нм были исключены из анализа для нивелирования 
влияния нецелевых частиц и апоптотических тел 
соответственно. Согласно литературным данным, 
в диапазоне размерности 30–150 нм находятся по-

пуляции внеклеточных везикул, называемые эк-

зосомы (далее малые ВВ), а частицы в диапазоне 
150–400 нм являются популяцией микровезикул 
(далее средние ВВ) [1, 2, 46, 47]. Все измерения 
проводили при температуре 26,1–27,1 °С, опреде-

ленной с помощью термометра, прикрепленного 
к камере с образцом. Фон всех видеоданных авто-

матически извлечен перед отслеживанием частиц. 
Диаграммы распределения по размерам, значения 
среднего и стандартные отклонения рассчитаны в 
программе NTA 3.4 и использованы для последую-

щего анализа.

Статистический анализ
Статистическую обработку проводили с исполь-

зованием программ Statistica 12.0 (StatSoft, США) 
и GraphPad Prism 8 (GraphPad Software Inc., США). 

Данные с проточного цитометра представлены в 
виде количества положительных событий в микро-

литре, а результаты с анализатора траектории нано-

частиц – в виде количества частиц в миллилитре. 
Результаты представлены в виде медианы и меж-

квартильного размаха: Me (25; 75). Сравнение сред-

них значений в выборках осуществляли с помощью 
непараметрического U-критерия Манна – Уитни. 
Различия считали достоверными при p < 0,05.

Результаты
Активация клеток культуры THP-1
Для оценки активации клеток изучали изменение 

уровня экспрессии молекул клеточной адгезии CD54 
(ICAM1), CD209, CD16 и CD14. При стимуляции 
клеток THP-1 в возрастающих концентрациях ФНО 
(5, 10, 20 нг/мл), ЛПС (0,1, 0,3, 1,0 нг/мл) и PMA (5, 
16, 50 нг/мл) во всех образцах наблюдалось увеличе-

ние экспрессии CD54 по сравнению с контрольными 
образцами (рис. 1). Наиболее выраженное усиление 
экспрессии было при стимуляции PMA и носило до-

зозависимый характер (см. рис. 1, B).
Все клетки, как в контроле, так и при стимуля-

ции, конститутивно экспрессировали CD16, CD14 
и CD209. Уровень их экспрессии не менялся при 
использовании стимуляторов. 

Стимуляция ФНО и ЛПС не приводила к значи-

Рисунок 1. Сравнительная характеристика активации клеток THP-1 по интенсив-
ности флюоресценции флуорохромов связавшихся антител: A – интенсивность 
флюоресценции при стимуляции ФНО в дозах 5, 10 и 20 нг/мл; B – интенсивность 
флюоресценции при стимуляции ЛПС в дозах 0,1, 0,3 и 1,0 нг/мл; C – интенсив-
ность флюоресценции при стимуляции PMA в дозах 5, 16 и 50 нг/мл

Figure 1. Comparative characteristics of THP-1 cells activation by fluorescence 
intensity: A – fluorescence intensity during LPS stimulation at doses of 5 ng/mL, 10 ng/
mL and 20 ng/mL; B – fluorescence intensity during LPS stimulation at doses of 0.1 ng/
mL, 0.3 ng/mL and 1.0 ng/mL; C – fluorescence intensity during PMA stimulation at 
doses of 5 ng/mL, 16 ng/mL, 50 ng/mL

Примечание: данные представлены в виде геометрического значения интенсивности 
флюоресценции CD54 по каналу фикоэритрина (PE). ЛПС – липополисахарид; ФНО 
– фактор некроза опухоли; PMA – 4-форбол-12-миристат-13-ацетат. 

Note: Data are presented as a geometric value of CD54 fluorescence intensity over 
the phycoerythrin (PE) channel. Doses of stimulants are provided as nanograms per 
milliliter (ng/mL). LPS – lipopolysaccharide; PMA – 4-phorbol-12-myristate-13-
acetate; TNF – tumor necrosis factor.

мому апоптозу/некрозу. Соотно-

шение живых и погибших клеток 
в опытных образцах значимо не 
отличалось от такового в кон-

трольных. При использовании 
PMA наблюдалось достоверное 
увеличение количества погибших 
клеток, повышающееся по мере 
увеличения дозы PMA (рис. 2).

Размерность и концентра-
ция внеклеточных везикул 

Средние размеры ВВ, измерен-

ные с помощью NTA, по фракци-

ям и суммарно представлены в 
табл. 1. Статистически значимых 
различий размера частиц при ис-

пользовании разных стимуляторов 
не наблюдалось как в сравнении с 
контролем, так и между собой. 

Концентрации ВВ рассчитаны 
с помощью анализа траектории 
наночастиц в каждом диапазоне 
размерности. Конечные концен-

трации представлены в табл. 2.
При всех видах стимуляции во 

всех дозах в диапазоне размерно-

сти частиц 150–400 нм не обнару-

жилось статистически значимых 
отличий в концентрациях частиц 
как по сравнению с контролем, 
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так и между группами. Все достоверные различия 
обнаружены у частиц размером 30–150 нм. Опре-

делено достоверное увеличение концентрации ча-

стиц при стимуляции ФНО в дозах 10 и 20 нг/мл 
по сравнению с контролем (p = 0,0002 и p < 0,0001 
соответственно). При воздействии ЛПС в дозах 0,3 
и 1,0 нг/мл установлено достоверное снижение ко-

личества частиц по сравнению с контрольными об-

разцами (p = 0,0193 и p = 0,0080 соответственно).
При дозах PMA 16 и 50 нг/мл 
количество продуцируемых ча-

стиц увеличивалось в сравне-

нии с контролем в 3,4 и в 2,3 
раза соответственно (p = 0,0057 
и p = 0,0007). Низкие дозы каж-

дого из стимуляторов (ФНО 5 
нг/мл, ЛПС 0,1 нг/мл и PMA 5 
нг/мл) не приводили к досто-

верному изменению концен-

трации продуцируемых частиц.

Иммунофенотипирование 
внеклеточных везикул, про-
дуцируемых клетками линии 
THP-1

Количество аннексин V-по-

ложительных событий досто-

верно увеличивалось по срав-

нению с контролем только в 
случае стимуляции ФНО в вы-

сокой дозировке. Стимуляция 
другими индукторами во всех 
дозировках не приводила к 
достоверному изменению кон-

центрации аннексин V-пози-

тивных ВВ. 

Рисунок 2. Процент живых и клеток в раннем апоптозе из культуры THP-1 через 24 
ч после стимуляции, оцененный с помощью DAPI: А – стимуляция ФНО в дозах 5, 
10 и 20 нг/мл; B – стимуляция ЛПС в дозах 0,1, 0,3 и 1,0 нг/мл; C – PMA в дозах 5, 
16 и 50 нг/мл

Figure 2. Percentage of live cells from THP-1 culture 24 hours after stimulation estimated 
using DAPI: A – TNF stimulation at doses of 5 ng/mL, 10 ng/mL, 20 ng/mL; B – LPS 
stimulation at doses of 0.1 ng/mL, 0.3 ng/mL, 1.0 ng/mL; C – PMA at doses of 5 ng/mL, 
16 ng/mL and 50 ng/mL

Примечание: ЛПС – липополисахарид; ФНО – фактор некроза опухоли; PMA – 
4-форбол-12-миристат-13-ацетат. 

Note: LPS – lipopolysaccharide; PMA – 4-phorbol-12-myristate-13-acetate; TNF – tumor 
necrosis factor. 

Количество CD9-позитивных событий не меня-

лось при стимуляции ЛПС во всех дозах, а также 
при воздействии низких доз ФНО и PMA. Наблю-

далось увеличение CD9-положительных событий 
при стимуляции ФНО и PMA в средних и высоких 
дозировках. Так, после стимуляции ФНО в дозе 10 
и 20 нг/мл отмечено достоверное увеличение по 
сравнению с контролем (p = 0,0014 и p = 0,0084 
соответственно). Аналогично при сравнении с кон-

Таблица 1. Размеры внеклеточных 
везикул
Table 1. Sizes of extracellular vesicles

Контроль / 
Control

30–150 
нм / nm

150–400 
нм / nm

89,8 ± 1,0 191,4 ± 2,3
ФНО / TNF 5 88,9 ± 1,3 196,2 ± 4,1
ФНО / TNF 10 88,7 ± 1,0 196,0 ± 3,2
ФНО / TNF 20 87,0 ± 1,0 187,8 ± 1,3
ЛПС / LPS 0,1 89,9 ± 1,5 190,5 ± 4,2
ЛПС / LPS 0,3 93,9 ± 1,7 193,7 ± 2,0
ЛПС / LPS 1,0 90,8 ± 2,8 192,3 ± 3,9

PMA 5 91,1 ± 1,2 186,5 ± 3,0
PMA 16 89,8 ± 0,7 184,5 ± 2,1
PMA 50 88,8 ± 0,4 187,6 ± 3,5

Примечание: ЛПС – липополисахарид; 
ФНО – фактор некроза опухоли; PMA 
– 4-форбол-12-миристат-13-ацетат. 
Note: LPS – lipopolysaccharide; PMA – 
4-phorbol-12-myristate-13-acetate; TNF 
– tumor necrosis factor. 

Таблица 2. Концентрации продуцируемых внеклеточных везикул (частиц/мл) в 
диапазоне 30–150 и 150–400 нм, Ме (25; 75)
Table 2. Concentrations of THP-derived EVs (particles/mL) in the range of 30–150 nm 
and 150–400 nm Me (25; 75)

Контроль / 
Control

30–150 нм / nm 150–400 нм / nm
11,3 × 108 (8,53 × 108; 11,7 × 108) 1,57 × 108 (1,46 × 108; 1,64 × 108)

ФНО / TNF 5 13,0 × 108 (12,0 × 108; 13,5 × 108) 1,87 × 108 (1,57 × 108; 2,31 × 108)
ФНО / TNF 10 29,3 × 108 (16,9 × 108; 38,3 × 108)^ 2,43 × 108 (1,74 × 108; 2,80 × 108)
ФНО / TNF 20 29,7 × 108 (19,9 × 108; 38,3 × 108)^ 2,35 × 108 (1,68 × 108; 2,95 × 108)
ЛПС / LPS 0,1 8,34 × 108 (5,27 × 108; 9,33 × 108) 1,11 × 108 (0,95 × 108; 1,33 × 108)
ЛПС / LPS 0,3 5,57 × 108 (4,65 × 108; 7,31 × 108)^ 1,21 × 108 (0,97 × 108; 1,24 × 108)
ЛПС / LPS 1,0 6,84 × 108 (6,08 × 108; 7,68 × 108)^ 1,48 × 108 (1,44 × 108; 1,61 × 108)

PMA 5 9,57 × 108 (9,30 × 108; 12,1 × 108) 1,37 × 108 (1,33 × 108; 1,73 × 108)
PMA 16 37,5 × 108 (12,1 × 108; 44,8 × 108)^ 1,80 × 108 (1,75 × 108; 1,84 × 108)
PMA 50 25,8 × 108 (16,4 × 108; 43,2 × 108)^ 2,37 × 108 (1,93 × 108; 2,55 × 108)

Примечание: ^ p < 0,01 достоверность отличий с контролем. ЛПС – 
липополисахарид; ФНО – фактор некроза опухоли; PMA – 4-форбол-12-миристат-
13-ацетат. 
Note: ^ p < 0.01 statistically significant difference compared to controls. LPS – 
lipopolysaccharide; PMA – 4-phorbol-12-myristate-13-acetate; TNF – tumor necrosis 
factor. 
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тролем определено достоверное увеличение уров-

ня ВВ после воздействия PMA в дозе 16 и 50 нг/мл 
(p = 0,0003 и p = 0,0002 соответственно).

При воздействии всех видов стимуляторов в 
низких дозах не найдено отличий по сравнению с 
контрольным образцом в уровне продуцируемых 
CD63-позитивных ВВ. При стимуляции ФНО в 
дозе и 20 нг/мл количество CD63+-везикул увели-

чивалось по сравнению с контролем (p = 0,0016 и 
p = 0,0101 соответственно). Количество CD63-по-

ложительных событий достоверно возрастало по 
сравнению с контролем после обработки PMA в 
дозе 16 и 50 нг/мл (p = 0,0303 и p = 0,0062 соот-

ветственно). После стимуляции ЛПС в дозе 0,3 и 
1,0 нг/мл количество CD63-позитивных ВВ также 

достоверно повышалось (p = 0,0357 и p = 0,0357 
соответственно). 

Количество продуцируемых CD54+ ВВ при сти-

муляции ФНО 10 и 20 нг/мл увеличивалось в 18 и 
в 29 раз соответственно. При использовании дру-

гих стимул изменения были менее выраженными. 
При применении PMA количество ВВ достоверно 
возрастало с случае использования всех дозировок, 
в то время как ЛПС, наоборот, в любой из дозиро-

вок не вызывал достоверного увеличения проду-

цируемых CD54+ ВВ. Количество продуцируемых 
CD14+ ВВ во всех случаях было незначительным и 
не менялось при использовании стимуляторов. Ре-

зультаты фенотипирования внеклеточных везикул 
представлены в табл. 3.

Обсуждение
Стимуляция клеток ФНО 

во всех использованных до-

зах не приводила к значимой 
гибели клеток по сравнению с 
контролем (см. рис. 2). Вместе 
с тем продукция внеклеточных 
везикул имела определенный 
профиль. При использовании 
средней и высокой дозы сти-

мула отмечено достоверное 
увеличение продукции ВВ до 
150 нм в диаметре, но не более 
крупных объектов (рис. 3). До-

стоверно увеличивалось коли-

чество CD9+, CD63+, CD54+ ВВ. 
При этом уровень аннексин-по-

зитивных событий менялся 
только в случае использова-

ния максимальной дозировки 
ФНО, но изменение было не-

значительное (p = 0,030). Также 

Рисунок 3. Характеристика ВВ, продуцируемых клетками THP-1 при их стимуляции 
ФНО: A – сравнительная характеристика эффектов различных доз ФНО на продук-
цию ВВ; B – количественная характеристика ВВ в различных диапазонах размерно-
сти; C – график концентрация/размер ВВ после стимуляции ФНО в дозе 20 нг/мл

Figure 3. Characteristics of THP-derived EVs upon TNF stimulation: A – comparative 
characterization of the effects of different doses of TNF on the EVs production; B – 
quantitative characterization of different size ranges of EVs; C – concentration/size graph 
of EVs after TNF stimulation at a dose of 16 ng/mL

Примечание: ВВ – внеклеточные везикулы; ФНО – фактор некроза опухоли. 

Note: TNF – tumor necrosis factor. 

Таблица 3. Результаты иммунофенотипирования внеклеточных везикул, продуцируемые клетками THP-1 (событий/мкл), Ме 
(25; 75)
Table 3. Results of immunophenotyping of THP-derived EVs (events/µl), Me (25;75)

Контроль / 
Control

Annexin V CD9 CD63 CD54 CD14

442,00 (122,00; 966,00) 57,50 (31,75; 96,00) 26,00 (20,50; 44,00) 18,25 (5,50; 20,00) 9,00 (8,00; 9,00)

ФНО / TNF 5 140,00 (99,00; 190,00) 121,00 (63,50; 170,00) 97,50 (28,00; 177,50) 31,5 (9,50; 128,75)* 11,50 (9,25; 13,75)

ФНО / TNF 10 2491,00 (309,75; 3200,00) 897,50 (445,75; 2123,50)* 280,50 (172,50; 445,50)* 329 (43; 1177)* 12,50 (10,00; 13,00)

ФНО / TNF 20 3378,00 (215,00; 4242,00)* 872,00 (286,50; 2746,00)* 240,00 (190,00; 509,00)* 538,25 (27,50; 1215,50)* 11,00 (8,00; 15,75)

ЛПС / LPS 0,1 92,50 (86,50; 195,00) 11,00 (10,50; 39,00) 98,00 (43,00; 315,00) 9,5 (8,00; 15,50) 7,00 (6,00; 11,50)

ЛПС / LPS 0,3 141,50 (104,00; 298,00) 17,50 (8,00;  86,00) 194,00 (191,50; 1005,00)* 18,75 (12,25; 26,50) 10,25 (9,50; 16,75)

ЛПС / LPS 1,0 129,50 (95,50; 317,00) 19,50 (10,50;167,00) 178,00 (63,00; 746,00)* 24,25 (18,00; 49,50) 10,25 (7,75; 15,25)

PMA 5 155,00 (133,50; 197,00) 282,00 (115,50; 320,00) 56,00 (21,00; 142,00) 28,75 (28,00; 37,00) 8,00 (5,00; 11,50)

PMA 16 1596,00 (132,00; 2246,00) 684,00 (358,00; 1590,00)* 158,00 (58,00; 560,50)* 44,50 (32,00; 77,50)* 8,50 (5,00; 16,50)

PMA 50 2085,00 (315,50; 2630,50) 946,75 (647,50; 2255,50)* 196,50 (92,00; 640,00)* 37,00 (27,50; 77,00)* 15,25 (13,50; 17,00)

Примечание: * p < 0,05 достоверность отличий с контролем. ЛПС – липополисахарид; ФНО – фактор некроза опухоли; 
PMA – 4-форбол-12-миристат-13-ацетат.
Note: * p < 0.05 statistically significant difference compared to controls. LPS – lipopolysaccharide; PMA – 4-phorbol-12-myristate-
13-acetate; TNF – tumor necrosis factor.
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экспрессии ICAM1. Более того, CD54 может быть 
использован как косвенный маркер активации ан-

тигенпрезентующих клеток, а его экспрессию свя-

зывают с активацией и сборкой NLRP3-инфламо-

сомы в клетках THP-1 [48, 49].
Для изучения профиля продуцируемых ВВ про-

водили их фенотипирование. Наличие мембраны 
в изучаемых образцах подтверждали позитивным 
окрашиванием на аннексин V, связывающийся с 
фосфатидилсерином фосфолипидов. Кроме того, 
оценивали уровень везикул, позитивных по на-

важным может оказаться, что экспрессия CD54 на 
цитоплазматической мембране клеток THP-1 была 
увеличена в результате стимуляции фактором не-

кроза опухоли.
Использование ЛПС в качестве стимулятора 

также не приводило к увеличению уровня апопто-

за клеток. Вместе с тем повышенная экспрессии 
ICAM1 на цитоплазматической мембране ЛПС-ак-

тивированных клеток THP-1 не привела к увеличе-

нию уровня CD54-позитивных везикул. Отмечено 
увеличение количества только продуцируемых 

Рисунок 4. Характеристика ВВ, продуцируемых клетками THP-1 при их стимуля-
ции ЛПС: A – сравнительная характеристика эффектов различных доз ЛПС на про-
дукцию ВВ; B – количественная характеристика ВВ в различных диапазонах размер-
ности; C – график концентрация/размер ВВ после стимуляции ЛПС в дозе 1,0 нг/мл

Figure 4. Characteristics of THP-derived EVs upon LPS stimulation: A – comparative 
characterization of the effects of different doses of LPS on the EVs production; B – 
quantitative characterization of different size ranges of EVs; C – concentration/size graph 
of EVs after LPS stimulation at a dose of 16 ng/mL

Примечание: ВВ – внеклеточные везикулы; ЛПС – липополисахарид.

Note: LPS – lipopolysaccharide.

CD63+ ВВ при средних и вы-

соких дозировках индуктора. 
Уровень продукции везикул, 
позитивных по другим изуча-

емым маркерам, достоверно не 
менялся (рис. 4). Кроме того, в 
отличие от двух других стиму-

ляторов воздействие ЛПС при-

водило не к увеличению, а к 
снижению продукции ВВ даже 
в высоких дозировках.

Применение PMA в любых 
дозировках приводило к увели-

чению доли DAPI-позитивных 
событий, то есть к росту доли 
клеток в апоптозе/некрозе. 
Вместе с тем отмечен досто-

верный прирост количества ВВ 
в диапазоне размеров 30–150 
нм при стимуляции PMA в дозе 
16 и 50 нг/мл, однако в диапа-

зоне 150–400 нм прироста не 
установлено (рис. 5). По-види-

мому, прирост происходил за 
счет CD9+, CD63+, CD54+ ВВ. 
При этом количество CD54+ 

ВВ повышалось при всех дозах 
стимулятора и положительно 
коррелировало с выраженной 
экспрессией ICAM1 на поверх-

ности THP-1.
Таким образом, использо-

вание трех разных клеточных 
активаторов приводило к изме-

нению функциональной актив-

ности THP-1, проявляющейся 
в изменении профиля продуци-

руемых внеклеточных везикул. 
Для оценки активации клеток 
изучали уровень экспрессии 
молекулы межклеточной адге-

зии (ICAM1), или CD54. Из-

вестно, что при действии про-

воспалительных цитокинов, в 
том числе ФНО-α, в лейкоци-

тах наблюдается увеличение 

Рисунок 5. Характеристика ВВ, секретируемых клетками линии THP-1 при стиму-
ляции PMA: А – сравнительная характеристика влияния различных доз PMA на про-
дукцию ВВ; B – количественная характеристика ВВ в различных диапазонах размер-
ности; C – график концентрация/размер ВВ после стимуляции PMA в дозе 16 нг/мл

Figure 5. Characteristics of THP-derived EVs upon PMA stimulation: A – comparative 
characterization of the effects of different doses of PMA on the production of EVs; B – 
quantitative characterization in different size ranges of EVs; C – concentration/size graph 
of EVs after PMA stimulation at a dose of 16 ng/mL

Примечание: ВВ – внеклеточные везикулы; PMA – 4-форбол-12-миристат-13-
ацетат. 

Note: PMA – 4-phorbol-12-myristate-13-acetate. 
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Рисунок 7. Фенотипический профиль продуцируемых клетками THP-1 внеклеточ-
ных везикул при воздействии различных стимуляторов

Figure 7. Phenotypic profile of THP-derived EVs upon exposure to various stimulants 

Примечание: значения количества положительных событий в микролитре 
представлены в виде десятичного логарифма. ЛПС – липополисахарид; ФНО – 
фактор некроза опухоли; PMA – 4-форбол-12-миристат-13-ацетат.

Note: Values for the number of positive events per microliter are presented as a base 10 
logarithm. LPS – lipopolysaccharide; PMA – 4-phorbol-12-myristate-13-acetate; TNF – 
tumor necrosis factor. 

Рисунок 6. Сравнительная характеристика продуцируемых ВВ клетками THP-1 при 
использовании различных стимуляторов: A – количество CD9+ ВВ; B – количество 
CD63+ ВВ; C – количество CD54+ ВВ; D – общее количество ВВ в диапазоне размер-
ности 30–150 нм по данным NTA

Figure 6. Comparative characterization of THP-derived EVs using various stimulants. 
A – number of CD9+ EVs; B – number of CD63+ EVs; C – number of CD54+ EVs; D – the 
total number of EVs in the 30–150 nm range according to NTA data

Примечание: ВВ – внеклеточные везикулы; ЛПС – липополисахарид; ФНО – фактор 
некроза опухоли; PMA – 4-форбол-12-миристат-13-ацетат. 

Note: LPS – lipopolysaccharide; PMA – 4-phorbol-12-myristate-13-acetate; TNF – tumor 
necrosis factor. 

личию в их структуре тетрас-

паниновых рецепторов – CD9 
и CD63. Все тесты и методы 
рекомендованы к применению 
в случае проведения исследо-

вательских работ по изучению 
ВВ [6]. Наличие на поверх-

ности мембраны тетраспа-

ниновых рецепторов связано 
с процессом упаковки груза 
во время их образования в 
мультивезикулярных тельцах, 
поэтому именно тетраспа-

нин-положительные везикулы 
представляют интерес с точки 
зрения переноса сигнальных 
молекул [50–53]. При анализе 
везикул также использовался 
CD54, с помощью которого 
оценивалась активации кле-

ток THP-1. И последним вы-

бранным маркером был CD14, 
как маркер дифференцировки 
моноцитарно-макрофагаль-

ного звена, а также молеку-

ла, способная связывать LPS/
LBP-комплексы [54].

Стимуляция клеток с по-

мощью ФНО и PMA показала 
схожие результаты в количе-

ственном и качественном отно-

шении (рис. 6, 7). Однако стоит 
отметить, что только при при-

менении средних и высоких 
доз ФНО и PMA наблюдалось 
достоверное повышение уров-

ня внеклеточных везикул, хотя 
по количеству продуцируемых 
клетками везикул при исполь-

зовании двух стимуляторов 
они не отличались. Вместе с 
тем, несмотря на фенотипи-

ческую схожесть продуциру-

емых ВВ при действии ФНО 
и PMA, их внутренний состав 
может оказаться различным. 
Важным моментом при обеих 
стимуляциях стало отсутствие 
дубль-позитивных популяций 
CD9+ и CD63+ ВВ, что может 
свидетельствовать об их неза-

висимом образовании. Таким 
образом, в общей массе вне-

клеточных везикул отчетливо 
формируются везикулы, несу-

щие либо один, либо другой 
тетраспаниновый маркер.
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селективную секрецию CD63-положительных 
ВВ при полном отсутствии динамики изменения 
CD9-позитивных везикул. Подобную особенность 
можно в дальнейшем использовать для получения 
изолированной CD63-положительной популяции 
внеклеточных везикул. Более того, такой эффект 
может быть связан с функциональными особенно-

стями CD63-положительной фракции при взаимо-

действии с ЛПС грамотрицательных бактерий.

Заключение
Таким образом, каждый вид использованной 

стимуляции клеток THP-1 провоцирует изменение 
функциональной активности клеток в отношении 
продуцируемых ими внеклеточных везикул. При 
этом может меняться не только количественный, но 
и качественный состав продуцируемых объектов.
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Наличие молекулы ICAM1 на поверхности 
ВВ может указывать на то, что часть полученных 
везикул образовалась путем «почкования» от ци-

топлазматической мембраны и является микро-

везикулами, а не экзосомами [55, 56]. В пользу 
этого свидетельствует и наличие дубль-позитив-

ных событий по CD54 и аннексину V, так как по-

следний связывает фосфотидилсерин, который 
конститутивно присутствует в структуре клеточ-

ных мембран [57].
Отличительной особенностью стимуляции PMA 

оказалась наибольшая в процентном соотношении 
активация клеток, оцененная по экспрессии CD54, 
по сравнению с контролем и другими видами сти-

муляции. Кроме того, нельзя не отметить, что при 
воздействии PMA во всех дозах наблюдалась кле-

точная гибель, которая усугублялась с увеличени-

ем дозы. И хотя при оценке самих везикул по срав-

нению с полученными при стимулировании ФНО 
достоверной разницы не определено, необходимо 
учитывать возможное присутствие апоптотических 
тел. Низкие дозы ФНО и PMA не являются пред-

почтительными в выборе доз стимуляции для по-

лучения везикул ввиду отсутствия достоверного 
изменения количественного и качественного про-

филя продуцируемых ВВ.
Стимуляция ЛПС во всех дозировках достаточ-

на для активации клеток THP-1, но негативно ска-

зывается на общем фоне образования внеклеточ-

ных везикул. При использовании всех дозировок 
ЛПС отсутствовало количественное нарастание 
продукции ВВ и даже отмечено некоторое их сни-

жение в диапазоне размерности 30–150 нм (малые 
ВВ). Однако ЛПС в дозе 0,3 и 1,0 нг/мл вызывал 
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Основные положения
• Для повышения молярной концентрации ионизированного кальция в бессывороточной среде для 

культивирования эндотелиальных клеток и сыворотке крови крыс Wistar на 10% (в 1,1 раза) с целью 
моделирования «высокого нормального» уровня ионизированного кальция необходимо добавлять 10 
мкг кальция (к примеру, используя хлорид кальция в виде донора Ca2+) на 1 мл среды или сыворотки. 

• Добавление ионизированного кальция и кальципротеиновых мономеров в концентрации 10 
мкг/мл не вызывает патологических эффектов в культурах первичных артериальных эндотели-
альных клеток, при этом кальципротеиновые мономеры интернализируются эндотелиальными 
клетками по аналогии с кальципротеиновыми частицами.

• Добавление кальципротеиновых частиц к первичным эндотелиальным клеткам коронарной 
артерии человека в концентрации 10 мкг/мл вызывает их провоспалительную активацию, которая 
проявляется повышением экспрессии генов молекул адгезии лейкоцитов VCAM1, ICAM1 и SELE 
и генов провоспалительных цитокинов IL6, CXCL8 и CXCL1.

ИССЛЕДОВАНИЕ ПАТОЛОГИЧЕСКОГО ВОЗДЕЙСТВИЯ 
ИОНИЗИРОВАННОГО КАЛЬЦИЯ, КАЛЬЦИПРОТЕИНОВЫХ МОНОМЕРОВ 
И КАЛЬЦИПРОТЕИНОВЫХ ЧАСТИЦ НА ПЕРВИЧНЫЕ АРТЕРИАЛЬНЫЕ 

ЭНДОТЕЛИАЛЬНЫЕ КЛЕТКИ

Цель
Сравнительный анализ патологических эффектов различных форм кальция, 
добавленных к эндотелиальным клеткам в равной концентрации в виде ио-
нов кальция, кальципротеиновых мономеров (КПМ) и кальципротеиновых 
частиц (КПЧ). 

Материалы 
и методы

Искусственный синтез КПМ и КПЧ проводили путем перенасыщения солевого 
раствора NaCl, содержащего физиологическую концентрацию альбумина, иона-
ми кальция (используя в качестве донора катиона кальция CaCl2) и фосфора (ис-
пользуя в качестве донора фосфат-анионов Na2HPO4). Разделение КПМ и КПЧ 
производили последовательно путем ультрацентрифугирования (для выделения 
КПЧ) и ультрафильтрации (для разделения КПМ и свободных минеральных ио-
нов). Измерение концентрации кальция в КПМ и КПЧ проводили колориметри-
ческим методом на основе реакции ортокрезолфталеинкомплексона с ионами 
кальция в щелочной среде. Анализ интернализации флюоресцентно меченных 
КПМ и КПЧ эндотелиальными клетками проводили после их совместной одно-
часовой инкубации в системе пульсирующего потока при помощи конфокальной 
микроскопии. Ионизированный кальций (в виде CaCl2), КПМ и КПЧ добавляли 
к конфлюэнтным первичным культурам эндотелиальных клеток коронарной и 
внутренней грудной артерий (n = 6 лунок на группу) в концентрации 10 мкг/мл 
(моделируя повышение молярной концентрации ионизированного кальция на 
10%). Через 24 ч проводили анализ генной экспрессии методом количественной 
полимеразной цепной реакции после обратной транскрипции. 

Результаты

В течение часа циркуляции в пульсирующем потоке КПМ и КПЧ интерна-
лизировались эндотелиальными клетками. Добавление ионизированного 
кальция и кальципротеиновых мономеров в концентрации 10 мкг/мл не вы-
зывало патологических эффектов в культурах артериальных эндотелиальных 
клеток, в то время как добавление кальципротеиновых частиц в указанной 
концентрации вызывало повышение экспрессии генов молекул адгезии лей-
коцитов VCAM1, ICAM1 и SELE и генов провоспалительных цитокинов IL6, 
CXCL8 и CXCL1 в первичных эндотелиальных клетках коронарной артерии. 

ONLINE
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Aim
To compare the pathological effects of ionized calcium, calciprotein monomers 
(CPMs), and calciprotein particles (CPPs) after their addition to endothelial cells. 

Methods

CPMs and CPPs were synthesized by the supersaturation of albumin-supplemented NaCl 
solution with calcium (by adding CaCl2) and phosphate ions (by adding Na2HPO4). 
CPMs and CPPs were separated by sequential ultracentrifugation (to isolate CPPs) 
and ultrafiltration (to separate CPMs and free mineral ions). Calcium concentration in 
CPMs and CPPs was measured by an o-cresolphthalein complexone-based colorimetric 
assay. Internalization of fluorescent-labeled CPMs and CPPs by endothelial cells was 
interrogated by confocal microscopy after their 1-hour co-incubation under flow. 
Primary coronary artery and internal thoracic artery endothelial cells were incubated 
with ionized calcium (CaCl2), CPMs, or CPPs (10 µg/mL calcium) upon reaching 
confluence (n = 6 wells per group) to simulate a 10% increase in ionized calcium 
concentration. After 24 hours, we collected RNA and analyzed the gene expression 
pattern by reverse transcription-quantitative polymerase chain reaction.

Results

CPMs and CPPs were internalized by endothelial cells as soon as after 1 hour 
of co-incubation under flow. Treatment with ionized calcium or CPMs (10 µg/
mL calcium) did not cause any pathological effects in arterial endothelial cells. In 
contrast, CPPs promoted an expression of VCAM1, ICAM1, and SELE genes (i.e., 
those encoding cell adhesion molecules) as well as IL6, CXCL8, and CXCL1 genes 
(i.e., those encoding pro-inflammatory cytokines) in primary human coronary 
artery endothelial cells, together indicating their pro-inflammatory activation. 

Conclusion
Pathological effects of calcium stress are defined by the calcium source and not 
simply by its concentration.

Keywords
Calcium • Ionized calcium • Calciprotein monomers • Calciprotein particles • 
Mineral stress • Endothelial cells • Endothelial dysfunction
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Highlights
• To achieve a 10% (i.e., 1.1-fold) increase in ionized calcium level in the serum-free cell culture 

medium and Wistar rat serum, 10 µg/mL calcium (e.g. with CaCl2) should be added; this corresponds to 
the upper quartile of ionized calcium in the human population.

• Incubation with ionized calcium or calciprotein monomers (10 µg/mL calcium) does not induce any 
pathological effects in primary arterial endothelial cells, although calciprotein monomers are internalised 
by endothelial cells similar to calciprotein particles.

• Incubation of primary human coronary artery endothelial cells with calciprotein particles (10 µg/mL 
calcium) triggers an increased expression of VCAM1, ICAM1, and SELE genes (i.e., those encoding cell 
adhesion molecules) as well as IL6, CXCL8, and CXCL1 genes (i.e., those encoding pro-inflammatory 
cytokines), together indicating endothelial activation.

Заключение
Поскольку дисфункцию эндотелия в физиологической концентрации вызывали 
исключительно КПЧ, а не КПМ или свободные ионы кальция, можно сделать 
вывод о том, что патологические эффекты кальция в значительной степени опре-
деляются формой его добавления, а не только добавляемой концентрацией.

Ключевые слова
Кальций • Ионизированный кальций • Кальципротеиновые мономеры • Каль-
ципротеиновые частицы • Минеральный стресс • Эндотелиальные клетки • 
Дисфункция эндотелия
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Список сокращений
КПЧ
КПМ

–
–

кальципротеиновые частицы
кальципротеиновые мономеры

ЭК – эндотелиальные клетки

Введение
Кальципротеиновые частицы (КПЧ) являются 

универсальным инструментом регуляции минераль-

ного гомеостаза, агрегируя избыточные ионы каль-

ция и фосфора и таким образом препятствуя разви-

тию внескелетной кальцификации [1–3]. Несмотря 
на физиологическую значимость как депо цирку-

лирующих ионов кальция, КПЧ также обладают и 
патологическими эффектами, вызывая дисфункцию 
эндотелия после своей интернализации [4–9]. Паци-

енты с болезнями системы кровообращения харак-

теризуются повышенной молярной концентрацией 
как общего, так и ионизированного кальция (Ca2+) 
независимо от остальных биохимических параме-

тров [10–13], а также повышенной склонностью 
сыворотки крови к преципитации КПЧ в условиях 
минерального стресса на фоне сниженных концен-

траций белка-скевенджера альбумина и исходной 
концентрации самих КПЧ [14, 15], что свидетель-

ствует об истощении циркулирующих кальциевых 
депо. Ранее показано, что сниженная концентрация 
белков-скевенджеров кальция альбумина и фетуи-

на-А также ассоциирована с повышенным риском 
острых сердечно-сосудистых событий [16–18]. В 
совокупности эти данные свидетельствуют о ми-

неральном стрессе как о самостоятельном факторе 
сердечно-сосудистого риска.

В последние годы внимание исследователей при-

влекли так называемые кальципротеиновые мономе-

ры (КПМ), в которых по теоретическим оценкам со-

держится около половины циркулирующего кальция 
и более 90% фетуина-А крови [19, 20]. КПМ пред-

ставляют собой кластеры кислых белков сыворот-

ки крови и фосфата кальция с диаметром 9–10 нм, 
циркулирующие в коллоидном виде и неспособные к 
осаждению в отличие от корпускулярных КПЧ, диа-

метр которых варьирует от 50 до 200 нм [19, 20]. Кро-

ме того, КПМ являются аморфным фосфатом каль-

ция и предположительно могут диссоциировать, в то 
время как КПЧ состоят из покрытого белками крови 
нерастворимого карбонат-гидроксиапатита [19, 20]. 
Таким образом, целесообразно выделить четыре 
формы циркулирующего в крови кальция: 1) иони-

зированный (свободный или несвязанный) кальций 
(Ca2+); 2) ионы кальция, связанные с белками-ске-

венджерами; 3) кальций в составе КПМ; 4) каль-

ций в составе КПЧ. На долю первой фракции (Ca2+) 
приходится около половины общего кальция крови, 
в то время как три остальные фракции включают 
кальций, связанный с белками и/или фосфором. Сле-

дует отметить, что за исключением фетуина-А роль 

остальных кислых белков сыворотки (в частности 
альбумина) в формировании КПМ не была показана, 
однако они принимают активное участие в образова-

нии КПЧ [6] и, следовательно, могут взаимодейство-

вать с фосфатом кальция, а не только с его ионами.
За исключением КПЧ влияние всех остальных 

указанных форм циркулирующего кальция на раз-

витие дисфункции эндотелия остается неясным. 
Молярная концентрация Ca2+ является одной из 
наиболее жестко регулируемых в организме чело-

века констант (доказательством чему является та-

кое количество соответствующих буферных систем 
крови в дополнение к костному депо), поэтому при 
исследованиях патологических эффектов кальция 
in vitro и in vivo целесообразно моделировать имен-

но «высокий нормальный» уровень кальция, при-

мерно соответствующее верхнему квартилю в по-

пуляции (то есть повышение от уже имеющегося не 
более чем на 10%). В настоящее время расчет дозы 
добавляемых КПЧ основывается именно на кон-

центрации добавляемого in vitro или in vivo каль-

ция, однако остается неясным, определяются ли 
патогенные эффекты кальциевого стресса исклю-

чительно массой поступающего в клетку кальция 
или также его формой (Ca2+, КПМ или КПЧ). Кро-

ме того, остается не вполне понятным, могут ли в 
принципе эндотелиальные клетки (ЭК) поглощать 
циркулирующие в кровотоке КПМ по аналогии с 
КПЧ, поскольку связывание КПЧ с мембраной ЭК 
и их последующая интернализация в значительной 
степени обусловлены связыванием КПЧ со специ-

фическими скевенджер-рецепторами [20–22].
В данном исследовании была поставлена цель 

оценить интернализацию КПМ и КПЧ ЭК в усло-

виях пульсирующего потока, а также исследовать 
патогенные эффекты добавления равных концен-

траций кальция в виде Ca2+ и в составе КПМ и КПЧ 
к культурам первичных артериальных ЭК в контек-

сте развития дисфункции эндотелия.

Материалы и методы
Искусственный синтез КПМ и КПЧ
С целью приготовления биохимической систе-

мы для параллельного синтеза КПМ и КПЧ навеску 
в 0,34 г бычьего сывороточного альбумина (A3059, 
Sigma-Aldrich, США) аккуратно ресуспендирова-

ли в 4 мл стерильного физиологического раствора 
NaCl (154 ммоль/л, H-1401, Akzo Nobel Salts, США) 
и далее последовательно добавляли 2 мл раствора 
Na2HPO4 (24 ммоль/л, 94046, Sigma-Aldrich, США) 
и 2 мл раствора CaCl2 (40 ммоль/л, 21115, Sigma-
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Aldrich, США) с аккуратным ресуспендировани-

ем после добавления каждого реактива. Итоговая 
концентрация альбумина в смеси составляла 42 мг/
мл, CaCl2 – 10 ммоль/л, Na2HPO4 – 6 ммоль/л, ито-

говая масса кальция – 3200 мг. После этого смесь 
аликвотировали по 8 пробиркам типа «эппендорф» 
(по 1 мл смеси в каждом из «эппендорфов»), кото-

рые помещали в предварительно нагретый до 37 °С 
твердотельный термостат («Термит», «ДНК-Техно-

логия», Россия) и инкубировали в течение 10 мин. 
В результате проведенной процедуры в рабочей 
смеси образовывались КПМ и КПЧ, а также оста-

вались свободные ионы кальция, фосфора, натрия 
и хлора. Все указанные процедуры осуществляли в 
стерильных условиях (ламинарный шкаф для рабо-

ты с клеточными культурами).
Далее рабочую смесь аликвотировали по четы-

рем стерильным ультрацентрифужным пробиркам 
(по 2 мл на одну пробирку, 8 мл на цикл) и произ-

водили ультрацентрифугирование при 200 000 × g 
в течение часа при 4 °С. В результате выполнения 
данной процедуры осадок представлял собой сфор-

мированные КПЧ, а надосадок – КПМ и свободные 
ионы кальция, фосфора, натрия и хлора. Надоса-

док в объеме 8 мл переносили в новые пробирки 
типа «эппендорф», а осадок (КПЧ) в каждой из 
четырех ультрацентрифужных пробирок ресуспен-

дировали: 1) либо в 100 мкл воды для инъекций 
(«Гротекс», Россия) и далее сливали в одну про-

бирку типа «эппендорф» (таким образом, общий 
объем суспензии КПЧ в пробирке составлял 400 
мкл) для последующей визуализации при помощи 
сканирующей электронной микроскопии; 2) либо в 
100 мкл HCl (здесь и далее 0,5 моль/л, 3.04.0390, 
«Экросхим», Россия) и далее сливали в одну сте-

клянную пробирку (таким образом, общий объем 
суспензии КПЧ в пробирке составлял 400 мкл) для 
последующего анализа концентрации кальция при 
помощи колориметрического анализа и расчета об-

щей массы кальция в КПЧ. Измерение концентра-

ции кальция проводили в тот же день во избежание 
испарения соляной кислоты и изменения объема 
исходного раствора для исключения погрешности 
при пересчете концентрации кальция в его общую 
массу в растворе.

Надосадок после ультрацентрифугирования в 
стерильных условиях (ламинарный шкаф для ра-

боты с клеточными культурами) тщательно ресу-

спендировали и аликвотировали из расчета 4 мл 
на один центрифужный концентратор с порогом 
отсечения молекулярной массы (molecular weight 
cut-off, MWCO) 30 кДа (FTT130150, Китай). Кон-

центраторы предварительно активировали 2 мл 
воды для инъекций при 1800 × g в течение 15 
мин на низкоскоростной настольной центрифуге 
(5804R, Eppendorf, Германия). Центрифугирование 
надосадка осуществляли при 1 800 × g в течение 25 

мин (5804R, Eppendorf, Германия) при комнатной 
температуре. После этого 0,5 мл оставалось внутри 
концентратора (обессоленный ретентат, содержа-

щий КПМ), а 3,5 мл – в центрифужной пробирке 
(фильтрат, содержащий свободные ионы кальция, 
фосфора, натрия и хлора). Количество повторно-

стей в эксперименте составляло 16.

Измерение концентрации кальция и альбумина в 
КПМ и КПЧ

Для измерения концентрации кальция в КПЧ (n 
= 15) и КПМ (ретентат после ультрафильтрации) 
использовали различные разведения исходно полу-

чаемых растворов. Аликвоту КПЧ разводили в 30 (5 
мкл раствора КПЧ в HCl + 145 мкл HCl), 60 (5 мкл 
раствора КПЧ в HCl + 295 мкл HCl) и 120 (5 мкл 
раствора КПЧ в HCl + 595 мкл HCl) раз, аликвоту 
КПМ – в 10 раз (5 мкл ретентата с КПМ + 45 мкл 
HCl). Колориметрическое определение концентра-

ции кальция в КПЧ, КПМ и контрольном растворе 
CaCl2 (0,2 ммоль/л) проводили при помощи ориги-

нального набора CalciScore (Molecular Wings), ос-

нованного на реакции ортокрезолфталеинкомплек-

сона с ионами кальция в щелочной среде (pH = 10.6 
– 10.8). Измерение проводили на спектрофотоме-

тре Multiskan Sky (Thermo Fisher Scientific, США) 
на длине волны 575 нм.

Для измерения концентрации альбумина в КПМ 
(ретентат после ультрафильтрации, n = 15) аликво-

ту КПМ разводили в 200 раз (10 мкл ретентата с 
КПМ + 1 990 мкл воды для инъекций) и исполь-

зовали 25 мкл из данного разведения в качестве 
образца при измерении концентрации альбумина 
колориметрическим методом при помощи набо-

ра BCA Protein Assay Kit (23227, Thermo Fisher 
Scientific, США) согласно инструкциям производи-

теля. Измерение проводили на спектрофотометре 
Multiskan Sky (Thermo Fisher Scientific, США) на 
длине волны 562 нм.

Культивирование эндотелиальных клеток
Для экспериментов использовали коммерче-

ские культуры первичных ЭК коронарной артерии 
(300K-05a, Cell Applications, США) и первичных 
ЭК внутренней грудной артерии (308K-05a, Cell 
Applications, США) человека. Все эксперименты по 
воздействию КФБ на ЭК проводили строго парал-

лельно на обеих клеточных линиях для повышения 
воспроизводимости и достоверности полученных 
результатов. Согласно информации поставщика, 
первичные ЭК человека были получены из здоро-

вых артерий доноров (первичные ЭК коронарной 
артерии человека – мужчина, 27 лет; первичные ЭК 
внутренней грудной артерии человека – мужчина, 
50 лет) с криоконсервацией на втором пассаже (500 
000 клеток в базальной среде MesoEndo Cell Basal 
Medium (212K-500, Cell Applications, США)), содер-
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жащей 10% фетальной телячьей сыворотки и 10% 
диметилсульфоксида. Для проведения эксперимен-

тов ЭК размораживали и культивировали во флако-

нах Т-75 (N-708003, Wuxi NEST Biotechnology Co., 
Ltd, США) согласно рекомендациям производите-

ля в среде для роста клеток EndoBoost (Molecular 
Wings). Пересев производили по достижении 80% 
конфлюэнтности. После двух пассажей и дости-

жения 100% конфлюэнтности во флаконе Т-75 
ЭК рассевали в проточные культуральные камеры 
(80126, Ibidi, Германия) из расчета один флакон 
Т-75 на 6 камер либо в 6-луночные плоскодонные 
культуральные планшеты (N-703001, Wuxi NEST 
Biotechnology Co., Ltd, США) из расчета один фла-

кон Т-75 на 2 планшета и культивировали до дости-

жения 100% конфлюэнтности. Все эксперименты с 
ЭК проводили в стерильных условиях при 37 °C, 
поддержании атмосферы 95% воздуха: 5% CO2 и 
высокой влажности (MCO-18AIC, Sanyo, Япония).

Подбор дозы добавляемого к эндотелиальным 
клеткам кальция

Подбор дозы осуществляли путем добавления 5, 
10, 15, 20, 25 или 37,5 мкг кальция (в составе CaCl2), 
растворенного в водном растворе альбумина с 
концентрацией 300 мг/мл (средняя концентрация 
альбумина в ретентате), на 1 мл бессывороточной 
культуральной среды для ЭК EndoLife (Molecular 
Wings) или добавления 8, 10, 12,5, 15, 20, 40, 60, 
80, 100 или 150 мкг кальция, растворенного в вод-

ном растворе альбумина с концентрацией 300 мг/
мл (средняя концентрация альбумина в ретентате), 
на 1 мл сыворотки крысы Wistar (Molecular Wings) 
с последующим тщательным ресуспендированием, 
инкубацией смеси в течение часа и последующим 
измерением молярной концентрации Ca2+ (Konelab 
70i) в сравнении с контрольной средой EndoLife 
или сывороткой крысы без добавления CaCl2. Для 
последующих экспериментов использовалась доза 
кальция, повышающая молярную концентрацию 
Ca2+ в бессывороточной культуральной среде для 
ЭК (EndoLife) или в сыворотке крысы на 10% (в 
1,1 раза), поскольку именно такое повышение (на 
0,10–0,14 ммоль/л, в среднем 0,12 ммоль/л) состав-

ляет межквартильный интервал (разницу между 
верхним и нижним квартилями) по Ca2+ у здоровых 
людей, пациентов с инфарктом миокарда и ишеми-

ческим инсультом [4, 15]. Как указано выше, субъ-

екты с верхним квартилем по молярной концентра-

ции Ca2+ имеют повышенный риск развития острых 
сердечно-сосудистых событий в сравнении с тако-

выми с нижним квартилем [4, 13, 15].

Анализ интернализации КПМ и КПЧ эндотели-
альными клетками

С целью анализа интернализации КПЧ и КПМ 
ЭК проводили мечение КПЧ и КПМ флюоресце-

ин-5-изотиоцианат (ФИТЦ)-меченным альбуми-

ном: в процессе синтеза (добавляя к смеси 750 
мкг ФИТЦ-меченного альбумина в концентрации 
5 мкг/мкл, А23015, Thermo Fisher Scientific, США) 
либо после синтеза путем инкубации осажденных 
КПЧ со 125 мкг (25 мкл) ФИТЦ-меченного альбу-

мина и последующей инкубации 500 мкл ретентата 
(КПМ) с 250 мкг (50 мкл) ФИТЦ-меченного альбу-

мина после их перемешивания.
При использовании первого подхода (с инкор-

порацией ФИТЦ-меченного альбумина в КПМ и 
КПЧ в процессе их синтеза) искусственный синтез 
проводился не ранее чем за 24 ч до эксперимента 
и при отсутствии прямого воздействия света для 
минимизации снижения интенсивности ФИТЦ со 
временем. Осадок КПЧ дополнительно ресуспен-

дировали в 1,5 мл физиологического раствора NaCl 
и центрифугировали при 13 000 × g (Microfuge 20R, 
Beckman Coulter, США) в течение 10 мин для от-

мывки КПЧ от несвязавшегося ФИТЦ-меченного 
альбумина. Осадок КПЧ повторно ресуспендиро-

вали в 400 мкл стерильного физиологического рас-

твора NaCl. Ретентат от несвязавшегося ФИТЦ-ме-

ченного альбумина не отмывали ввиду технической 
невозможности осуществления этого процесса.

При использовании второго подхода (с ин-

кубацией уже синтезированных КПЧ и КПМ с 
ФИТЦ-меченным альбумином) инкубация КПЧ 
или КПМ с ФИТЦ-меченным альбумином длилась 
в течение часа при 4 °С без доступа света. После 
инкубации КПЧ осаждали посредством центрифу-

гирования при 13 000 × g (Microfuge 20R, Beckman 
Coulter, США) в течение 10 мин при 4 °С, ресу-

спендировали в 1 мл физиологического раствора 
NaCl и повторно центрифугировали при 13 000 × 
g (Microfuge 20R, Beckman Coulter, США) в тече-

ние 10 мин для отмывки КПЧ от несвязавшегося 
ФИТЦ-меченного альбумина. Осадок КПЧ по-

вторно ресуспендировали в 400 мкл стерильного 
физиологического раствора NaCl. Измерение кон-

центрации кальция и белка в полученных образцах 
ФИТЦ-КПМ и ФИТЦ-КПЧ проводили в день их 
синтеза по указанным выше протоколам. 

Для моделирования пульсирующего лами-

нарного потока (15 дин/см2) применяли систему 
Ibidi Pump System Quad (Ibidi, Германия) и набор 
коннекторов для перфузии (Perfusion Set Yellow/
Green, 10964, Ibidi, Германия). Первичные ЭК ко-

ронарной артерии и внутренней грудной артерии 
человека, предварительно культивированные до 
100% конфлюэнтности в проточные камеры (350 
000 клеток на проточную камеру, 80126, Ibidi, Гер-

мания), прекондиционировали ламинарным пото-

ком (15 дин/см2) в бессывороточной обогащенной 
факторами роста культуральной среде EndoLife 
(Molecular Wings) в течение 24 ч. Далее в систе-

му добавляли ФИТЦ-КПЧ и ФИТЦ-КПМ (10 мкг 
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кальция на 1 мл среды, всего 150 мкг кальция на 
один модуль системы пульсирующего потока, то 
есть на одну проточную камеру). Первый запуск 
системы проводился с КПМ и КПЧ, в которые 
ФИТЦ-меченный альбумин был инкорпорирован 
в процессе их синтеза, второй запуск – с КПМ и 
КПЧ, которые были инкубированы с ФИТЦ-ме-

ченным альбумином после синтеза, третий запуск 
– с контрольными клетками, к которым добавля-

ли КПМ и КПЧ без мечения ФИТЦ. Продолжи-

тельность инкубации ЭК с КПМ и КПЧ в системе 
пульсирующего потока составляла один час. Кон-

трастирование ядер проводили с использованием 
красителя Hoechst 33342 (2 мкг/мл, H3570, Thermo 
Fisher Scientific, США), разбавленного в бессыво-

роточной культуральной среде EndoLife, в течение 
5 мин Визуализацию КПМ и КПЧ в живых ЭК вы-

полняли после тщательной отмывки в свободной 
от красителя бессывороточной культуральной сре-

де EndoLife с использованием конфокальной ми-

кроскопии (LSM 700, Carl Zeiss, Германия).

Анализ ответа эндотелиальных клеток на до-
бавление Ca2+, КПМ и КПЧ 

Для изучения реакции ЭК на инкубацию с рав-

ными концентрациями Ca2+, КПМ и КПЧ к пред-

варительно высаженным в 6-луночные плоскодон-

ные культуральные планшеты (N-703001, Wuxi 
NEST Biotechnology Co., Ltd, США) первичным 
ЭК коронарной и внутренней грудной артерий до-

бавляли Ca2+ (в виде смеси CaCl2), КПМ или КПЧ 
в дозировке 10 мкг кальция на 1 мл бессывороточ-

ной культуральной среды EndoLife (20 мкг каль-

ция на лунку 6-луночного планшета, n = 6 лунок 
на группу) и проводили инкубацию в течение 24 ч. 
Во все лунки также добавлялось соответствующее 
средней концентрации альбумина в ретентате коли-

чество альбумина (12 мг) во избежание нивелиро-

вания возможных протективных эффектов данного 
белка. В качестве контрольной группы использо-

вали клетки, к которым добавляли аналогичный 
объем фосфатно-солевого буфера по Дульбекко 
(DPBS) без кальция и магния (1.2.4.7., «БиолоТ», 
Россия). Замену сывороточной культуральной сре-

ды на бессывороточную (EndoLife) для наращива-

ния клеточной массы (EndoBoost) осуществляли 
непосредственно перед проведением эксперимен-

та. После 24-часовой инкубации с избыточной до-

зой кальция проводили микрофотосъемку клеток 
при помощи фазово-контрастной микроскопии, 
культуральную среду отбирали, центрифугировали 
при 2000 × g для осаждения клеточного дебриса и 
замораживали при −80 °С, клетки промывали ледя-

ным (4 °С) раствором DPBS без кальция и магния 
(1.2.4.7., «БиолоТ», Россия) и лизировали монофаз-

ным водным раствором фенола и гуанидин-изоти-

оцианата для выделения РНК ExtractRNA (BC032, 

«Евроген», Россия). 
Обратную транскрипцию выделенной РНК вы-

полняли с использованием набора High Capacity 
cDNA Reverse Transcription Kit (4368814, Thermo 
Fisher Scientific, США). Измерение генной экс-

прессии проводили при помощи количественной 
полимеразной цепной реакции после обратной 
транскрипции (ОТ-кПЦР) с использованием само-

стоятельно разработанных праймеров (500 нмоль/л 
каждый, «Евроген», Россия; табл. 1), кДНК (20 нг) 
и мастер-микса PowerUp SYBR Green (A25778, 
Thermo Fisher Scientific, США) в соответствии с 
протоколом производителя для Tm ≥ 60 °C (стан-

дартные настройки амплификатора). Для каждой 
биологической повторности (n = 6, по числу лунок 
в каждом планшете) при измерении уровня генной 
экспрессии выполняли три технические повторно-

сти. Реакцию считали успешно проведенной при 
эффективности 90–105% и R2 ≥ 0,98. Количествен-

ный анализ уровней мРНК в лизате ЭК человека 
(VCAM1, ICAM1, SELE, SELP, IL6, CXCL8, CCL2, 
CXCL1, MIF, NOS3, SNAI1, SNAI2, TWIST1, ZEB1, 
KLF2, KLF4, NFE2L2) выполняли с использова-

нием метода 2−ΔΔCt. Такой набор генов позволил 
оценить провоспалительную активацию эндоте-

лия (гены рецепторов ЭК для лейкоцитов VCAM1, 
ICAM1, SELE и SELP), синтез провоспалительных 
цитокинов ЭК (гены провоспалительных цитоки-

нов IL6, CXCL8, CCL2, CXCL1 и MIF), синтез эн-

дотелиальной NO-синтазы (ген NOS3), развитие 
эндотелиально-мезенхимального перехода (гены 
транскрипционных факторов эндотелиально-ме-

зенхимального перехода SNAI1, SNAI2, TWIST1 

и ZEB1) и развитие нарушений эндотелиальной 
механотрансдукции (гены механочувствитель-

ных транскрипционных факторов KLF2, KLF4 и 
NFE2L2). Уровни транскриптов пересчитывали от-

носительно экспрессии референсных генов (ACTB, 
GAPDH и B2M) и относительно группы сравнения 
(контрольные клетки, к которым добавляли DPBS 
без кальция и магния) (2−ΔΔCt). Данные представля-

ли в виде среднего арифметического и стандартно-

го отклонения от среднего. Статистическую значи-

мость различий между группами оценивали при 
помощи однофакторного дисперсионного анализа 
с последующим попарным сравнением различий 
между экспериментальными группами и контроль-

ной группой по критерию Даннета.

Результаты
Для расчета физиологически релевантной дозы 

добавляемого в культуральную среду кальция про-

веден эксперимент и построена кривая зависимости 
процента повышения молярной концентрации Ca2+ 

(относительно контрольной среды без добавления 
кальция) от концентрации кальция, добавляемого в 
среду в составе CaCl2. Расчеты показали, что иско-



D.K. Shishkova et al. 173

O
R

IG
IN

A
L

 S
T

U
D

IE
S

мое повышение молярной концен-

трации Ca2+ на 10% в бессыворо-

точной культуральной среде для 
ЭК достигалось посредством до-

бавления кальция в концентрации 
10 мкг/мл (рис. 1). Аналогичный 
результат продемонстрирован и в 
результате оценки концентрация 
кальция, необходимой для дости-

жения искомого повышения (на 
10%) молярной концентрации Ca2+ 

в сыворотке крысы (10 мкг/мл, 
рис. 2). Таким образом, для про-

ведения экспериментов по оценке 
интернализации КПМ и КПЧ ЭК, 
а также по анализу патогенных 
эффектов добавляемого в различ-

ных формах (Ca2+, КПМ и КПЧ) 
кальция на ЭК была выбрана кон-

центрация в 10 мкг/мл.
Далее проанализирована воз-

можность интернализации КПМ 
ЭК в условиях потока. Для иден-

Таблица 1. Последовательности праймеров для ОТ-кПЦР
Table 1. Primer sequences for reverse transcription-quantitative polymerase chain reaction

Ген / Gene Форвард-праймер / Forward primer Реверс-праймер / Reverse primer
Провоспалительная активация эндотелия / Pro-inflammatory endothelial activation

VCAM1 5’-CGTCTTGGTCAGCCCTTCCT-3’ 5’-ACATTCATATACTCCCGCATCCTTC-3’

ICAM1 5’-TTGGGCATAGAGACCCCGTT-3’ 5’-GCACATTGCTCAGTTCATACACC-3’

SELE 5’-GCACAGCCTTGTCCAACC-3’ 5’-ACCTCACCAAACCCTTCG-3’

SELP 5′-ATGGGTGGGAACCAAAAAGG-3′ 5′-GGCTGACGGACTCTTGATGTAT-3′

IL6 5′-GGCACTGGCAGAAAACAACC-3′ 5′-GCAAGTCTCCTCATTGAATCC-3′

CXCL8 5′-CAGAGACAGCAGAGCACAC-3′ 5′-AGTTCTTTAGCACTCCTTGGC-3′

CCL2 5′-TTCTGTGCCTGCTGCTCATAG-3′ 5′-AGGTGACTGGGGCATTGATTG-3′

CXCL1 5′-GCTTGCCTCAATCCTGCATCC-3′ 5′-ACAATCCAGGTGGCCTCTGC-3′

MIF 5′-GGTGTCCGAGAAGTCAGGCA-3′ 5′-GGGGCACGTTGGTGTTTACG-3′

Синтез монооксида азота (NO) / Nitric oxide biosynthesis

NOS3 5′-GTGATGGCGAAGCGAGTGAAG-3′ 5′-CCGAGCCCGAACACACAGAAC-3′

Развитие эндотелиально-мезенхимального перехода / Endothelial-to-mesenchymal transition

SNAI1 5’-CAGACCCACTCAGATGTCAAGAA-3’ 5’-GGGCAGGTATGGAGAGGAAGA-3’

SNAI2 5’-ACTCCGAAGCCAAATGACAA-3’ 5’-CTCTCTCTGTGGGTGTGTGT-3’

TWIST1 5’-GTCCGCAGTCTTACGAGGAG-3’ 5’-GCTTGAGGGTCTGAATCTTGCT-3’

ZEB1 5’-GATGATGAATGCGAGTCAGATGC-3’ 5’-ACAGCAGTGTCTTGTTGTTGT-3’

Нарушения эндотелиальной механотрансдукции / Impaired endothelial mechanotransduction

KLF2 5’-CAGCACTGGTCTGGTTGCTTG-3’ 5’-ACCCACTGCACACGATGCTT-3’

KLF4 5’-GAAAAGGACCGCCACCCACA-3’ 5’-AGCGGGCGAATTTCCATCCA-3’

NFE2L2 5’-GCACATCCAGTCAGAAACCAGT-3’ 5’-ACTGAAACGTAGCCGAAGAAAC-3’

Гены «домашнего хозяйства» / Housekeeping genes

ACTB 5′-CATCGAGCACGGCATCGTCA-3′ 5′-TAGCACAGCCTGGACAGCAAC-3′

GAPDH 5′-AGCCACATCGCTCAGACAC-3′ 5′-GCCCAATACGACCAAATCC-3′

B2M 5′-TCCATCCGACATTGAAGTTG-3′ 5′-CGGCAGGCATACTCATCTT-3′

Рисунок 1. Подбор дозы кальция, добавляемого в культуральную среду для ЭК. 
Повышение молярной концентрации Ca2+ на 10% достигалось посредством до-
бавления 10 мкг кальция на 1 мл культуральной среды
Figure 1. Measurement of ionized calcium (Ca2+) increment in endothelial cell culture 
medium upon the calcium supersaturation provided by calcium chloride addition. 10% 
Ca2+ increment is achieved by the addition of 10 µg calcium per 1 mL cell culture 
medium
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тификации этого феномена ис-

пользован ФИТЦ-меченный 
альбумин, инкорпорированный в 
ФИТЦ-КПМ и ФИТЦ-КПЧ при 
их синтезе или адгезированный 
к ФИТЦ-КПМ и ФИТЦ-КПЧ 
после их синтеза. ФИТЦ-КПЧ 
использованы как группа по-

ложительного контроля, по-

скольку возможность интерна-

лизации КПЧ ЭК в условиях 
потока была показана ранее [5, 
8]. В качестве отрицательного 
контроля использованы КПЧ и 
КПМ, не меченные ФИТЦ. Кон-

фокально-микроскопический 
анализ, проведенный через час 
после совместной инкубации 
ЭК с ФИТЦ-меченными КПМ 
и ФИТЦ-меченными КПЧ в ус-

ловиях потока, продемонстри-

ровал флюоресцентное свече-

ние внутри инкубированных с 
ФИТЦ-КПМ и ФИТЦ-КПЧ ЭК 
и отсутствие такового свечения 
в ЭК, инкубированных с КПМ и 
КПЧ без мечения ФИТЦ (рис. 3). 
При адгезии ФИТЦ-меченного 
альбумина к КПМ и КПЧ после 
их синтеза в цитозоле клеток 
наблюдалось значительно более 
яркое свечение в сравнении с ин-

корпорацией ФИТЦ-меченного 
альбумина в КПМ и КПЧ в про-

цессе их синтеза. Интенсивность 
и объем свечения между КПМ и 
КПЧ не различались, что свиде-

тельствовало о близкой аффин-

ности и авидности ФИТЦ-ме-

ченного альбумина к КПМ и 
КПЧ (см. рис. 3).

При добавлении к первичным 
ЭК коронарной и внутренней 
грудной артерий равной кон-

центрации кальция (10 мкг/мл) 
в форме Ca2+, КПМ и КПЧ при 
помощи фазово-контрастной 
микроскопии выявлено патоло-

гическое изменение морфологии 
ЭК (рис. 4).

Соответствующие дисфунк-

ции эндотелия молекулярные 
изменения наблюдались исклю-

чительно в ЭК, к которым добав-

ляли КПЧ (табл. 2). В частности, 
в первичных ЭК коронарной 
артерии человека наблюдалось 

Рисунок 2. Подбор дозы кальция, добавляемого к сыворотке крысы. Повышение 
молярной концентрации Ca2+ на 10% достигалось посредством добавления 10 мкг 
кальция на 1 мл сыворотки крысы
Figure 2. Measurement of ionized calcium (Ca2+) increment in the rat serum upon the 
calcium supersaturation provided by calcium chloride addition. 10% Ca2+ increment is 
achieved by the addition of 10 µg calcium per 1 mL rat serum

Рисунок 3. Визуализация интернализации меченных флюоресцеин-5-изотиоци-
анат (ФИТЦ)-меченным альбумином кальципротеиновых мономеров (ФИТЦ-
КПМ) и кальципротеиновых частиц (ФИТЦ-КПЧ) первичными ЭК коронарной ар-
терии (сверху) и внутренней грудной артерии (снизу). Слева: контрольные клетки 
с добавлением КПМ и КПЧ в отсутствие мечения ФИТЦ-меченным альбумином. 
В центре: интернализация ЭК ФИТЦ-КПМ и ФИТЦ-КПЧ, в которые ФИТЦ-ме-
ченный альбумин был инкорпорирован в процессе их синтеза. Справа: интернали-
зация ЭК ФИТЦ-КПМ и ФИТЦ-КПЧ, инкубированных с ФИТЦ-меченным альбу-
мином после их синтеза. Ядра контрастированы 4′,6-диамидино-2-фенилиндолом 
(DAPI). Конфокальная микроскопия, увеличение × 400
Figure 3. Internalization of fluorescein isothiocyanate (FITC)-albumin-labeled 
calciprotein monomers (FITC-CPMs) and calciprotein particles (FITC-CPPs) by 
primary human coronary artery endothelial cells (HCAEC, top) and primary human 
internal thoracic artery endothelial cells (HITAEC, bottom). Left: cells treated with 
unlabeled CPMs and CPPs; center: cells treated with CPMs and CPPs which incorporated 
FITC-labeled albumin during their synthesis; right: cells treated with CPMs and CPPs 
which were co-incubated with FITC-labeled albumin after their synthesis. Nuclei are 
counterstained with 4′,6-diamidino-2-phenylindole (DAPI). Confocal microscopy, × 
400 magnification
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повышение экспрессии генов провоспалитель-

ных молекул, отвечающих за адгезию лейкоцитов 
(VCAM1, ICAM1 и SELE) и генов провоспалитель-

ных цитокинов (IL6, CXCL8 и CXCL1, см. табл. 2). 
Несмотря на то что в ЭК внутренней грудной арте-

рии определена тенденция аналогичного повыше-

ния уровня генной экспрессии, статистической зна-

чимости они не достигли. Следует также отметить 
компенсаторное повышение гена атеропротектив-

ного транскрипционного фактора эндотелиальной 
механотрансдукции KLF4 (см. табл. 2). Изменения 
в ЭК при воздействии Ca2+ и КПМ носили стоха-

стический характер, не достигали статистической 
значимости и не указывали на развитие дисфунк-

ции эндотелия.

Обсуждение
В настоящее время активно исследуется двоякая 

роль КПЧ как «обоюдоострого меча»: с одной сто-

роны, они являются неотъемлемой частью системы 
поддержания минерального гомеостаза и буфером 
избыточного ионизированного кальция, с другой – 
интернализуются артериальными ЭК [4–6, 8], ЭК 
синусоидных капилляров печени [20, 22], моноци-

тами [8], а также резидентными макрофагами пече-

ни [20–22] и селезенки [21], вызывая дисфункцию 
эндотелия [4–9], которая также может быть более 
выраженной при наличии у пациента коморбид-

ных патологий. Тем не менее циркулирующие депо 
ионов кальция не ограничиваются КПЧ и также 
включают в себя КПМ и кислые белки-скевендже-

ры ионов кальция [19, 20]. При этом роль самих 
белков-скевенджеров, за исключением фетуина-А, 
в формировании КПМ остается не вполне ясной, 
однако формирование КПЧ с их участием позволя-

ет предположить, что по меньшей мере некоторые 
из них (к примеру, альбумин) также способны фор-

мировать КПМ.

Рисунок 4. Фазово-контрастная микроскопия первичных ЭК коронарной артерии 
(слева) и внутренней грудной артерии (справа), инкубированных с контрольным фос-
фатно-солевым буфером, Ca2+, КПМ или КПЧ
Figure 4. Phase contrast microscopy of primary human coronary artery endothelial cells 
(HCAEC, left) and primary human internal thoracic artery endothelial cells (HITAEC, 
right) which were incubated with control phosphate-buffered saline, ionized calcium 
(Ca2+), calciprotein monomers (CPMs), or calciprotein particles (CPPs)

Общепринятым принципом расчета дозы КПЧ 
для in vitro или in vivo экспериментов является 
оценка содержащегося в них кальция, поскольку 
биохимической основой патогенных эффектов 
корпускулярных КПЧ является именно кальци-

евый стресс [4, 7, 20–22]. С этой точки зрения 
представляет интерес анализ вероятных патоген-

ных эффектов находящихся в коллоидном состо-

янии КПМ и свободных ионов Ca2+ в сравнении с 
КПЧ при добавлении равной концентрации каль-

ция. Следует отметить, что в данных эксперимен-

тальных условиях к раствору CaCl2 (донору ионов 
Ca2+) и суспензии КПЧ также должен добавляться 
белок, при помощи которого синтезированы КПМ 
(так как белок является неотъемлемой частью 
этих коллоидных кальций-белковых комплексов); 
в данном исследовании таким белком стал альбу-

мин. Выбор альбумина как белка для модельного 
синтеза КПМ был сделан вследствие связи «низ-

кой нормальной» концентрации этого белка в сы-

воротке крови с развитием острых сердечно-сосу-

дистых событий [15, 17, 18], а также отрицатель-

ной корреляционной связи между концентрацией 
альбумина и интенсивностью преципитации КПЧ 
из сыворотки крови в условиях минерального 
стресса [15]. Кроме того, концентрация альбуми-

на положительно коррелирует с исходной концен-

трацией КПЧ и молярной концентрацией общего 
кальция в сыворотке крови, что также подтвержда-

ет важность этого белка для формирования КПЧ и 
поддержания минерального гомеостаза [14].

Принципиальным аспектом проведения иссле-

дования по сравнительному анализу патогенных 
эффектов равной концентрации различных форм 
кальция (Ca2+, КПМ и КПЧ) также является дости-

жение именно «высокой нормальной», а не пато-

логически повышенной молярной концентрации 
Ca2+, поскольку данный параметр является одним 

из наиболее жестко регулиру-

емых в организме человека во 
избежание развития несовме-

стимых с жизнью нарушений 
ритма, а также внескелетной 
кальцификации [9]. По ранее 
полученным нашей группой 
данным, различие между про-

тективным нижним квартилем 
и рисковым верхним кварти-

лем молярной концентрации 
Ca2+ составляет от 0,10 до 0,14 
ммоль/л), или около 10% от его 
референсной концентрации 
в крови (1,16–1,32 ммоль/л). 
Поэтому именно повышение 
исходной концентрации Ca2+ 

в бессывороточной среде для 
культивирования эндотели-
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Таблица 2. Относительный уровень экспрессии генов (ΔCt, верхняя строка ячейки каждого гена), кратности изменения экспрессии 
(средняя строка ячейки каждого гена) и статистическая значимость различий (значение p, нижняя строка ячейки каждого гена) 
генов, кодирующих провоспалительные молекулы клеточной адгезии (VCAM1, ICAM1, SELE, SELP), провоспалительные 
цитокины (IL6, CXCL8, CCL2, CXCL1, MIF), эндотелиальную синтазу монооксида азота (NOS3), транскрипционные факторы 
эндотелиально-мезенхимального перехода (SNAI1, SNAI2, TWIST1, ZEB1) и транскрипционные факторы эндотелиальной 
механотрансдукции (KLF2, KLF4, NFE2L2). Значимые кратности изменения выделены жирным шрифтом
Table 2. Relative level of gene expression (ΔCt, top string within each line), fold change (middle string within each line), and p value 
(bottom string within each line) in genes encoding pro-inflammatory cell adhesion molecules (VCAM1, ICAM1, SELE, SELP), pro-
inflammatory cytokines (IL6, CXCL8, CCL2, CXCL1, MIF), endothelial nitric oxide synthase (NOS3), endothelial-to-mesenchymal 
transition transcription factors (SNAI1, SNAI2, TWIST1, ZEB1), and endothelial mechanotransduction transcription factors (KLF2, 
KLF4, NFE2L2). Significant fold change values are marked bold

Ген / 
Gene

Первичные эндотелиальные клетки коронарной артерии человека 
/ Primary human coronary artery endothelial cells

Первичные эндотелиальные клетки внутренней грудной 
артерии человека / Primary human internal thoracic artery 

endothelial cells
DPBS Ca2+ КПМ / CPMs КПЧ / CPPs DPBS Ca2+ КПМ / CPMs КПЧ / CPPs

VCAM1
0,00034 ± 0,00069 0,00012 ± 0,00007 0,00018 ± 0,00007 0,0014 ± 0,0009 0,0003 ± 0,0002 0,0010 ± 0,0011 0,0006 ± 0,0004 0,0009 ± 0,0007

1 0,353 0,529 4,118 1 3,333 2,000 3,000
1,00 0,850 0,931 0,012 1,00 0,187 0,797 0,298

ICAM1
0,0152 ± 0,0078 0,0371 ± 0,0220 0,0113 ± 0,0035 0,1167 ± 0,0887 0,0333 ± 0,0220 0,0495 ± 0,0342 0,0401 ± 0,0251 0,0430 ± 0,0208

1 2,441 0,743 7,678 1 1,486 1,204 1,291
1,00 0,748 0,998 0,003 1,00 0,581 0,942 0,856

SELE
0,0048 ± 0,0012 0,0088 ± 0,0037 0,0018 ± 0,0005 0,0131 ± 0,0064 0,0591 ± 0,0367 0,1035 ± 0,1418 0,0909 ± 0,1282 0,0939 ± 0,0919

1 1,833 0,375 2,729 1 1,751 1,538 1,589
1,00 0,179 0,402 0,003 1,00 0,817 0,920 0,899

SELP
0,0070 ± 0,0057 0,0026 ± 0,0007 0,0013 ± 0,0005 0,0021 ± 0,0012 0,0008 ± 0,0005 0,0053 ± 0,0061 0,0055 ± 0,0054 0,0024 ± 0,0031

1 0,371 0,186 0,300 1 6,625 6,875 3,000
1,00 0,049 0,009 0,026 1,00 0,210 0,188 0,869

IL6
0,0165 ± 0,0123 0,0057 ± 0,0020 0,0067 ± 0,0044 0,1194 ± 0,0881 0,0084 ± 0,0044 0,0131 ± 0,0165 0,0191 ± 0,0210 0,0245 ± 0,0283

1 0,345 0,406 7,236 1 1,560 2,274 2,917
1,00 0,953 0,964 0,002 1,00 0,953 0,666 0,366

CXCL8
0,0352 ± 0,0242 0,0440 ± 0,0158 0,0240 ± 0,0107 2,0352 ± 1,6428 0,1388 ± 0,0560 0,1800 ± 0,2123 0,1826 ± 0,1994 0,3264 ± 0,3855

1 1,250 0,682 57,818 1 1,297 1,316 2,352
1,00 0,999 0,999 0,001 1,00 0,982 0,979 0,419

CCL2
0,6479 ± 0,4577 0,4320 ± 0,4485 0,6591 ± 0,6445 1,3611 ± 1,1318 0,8872 ± 0,4282 1,2822 ± 1,6046 1,4833 ± 1,7250 1,6066 ± 2,0785

1 0,667 1,017 2,101 1 1,445 1,672 1,811
1,00 0,918 0,999 0,240 1,00 0,949 0,853 0,773

CXCL1
0,1176 ± 0,0489 0,0435 ± 0,0433 0,0437 ± 0,0368 0,3480 ± 0,1635 0,0643 ± 0,0284 0,1520 ± 0,1957 0,0941 ± 0,0936 0,0981 ± 0,1116

1 0,370 0,372 2,959 1 2,364 1,463 1,526
1,00 0,367 0,368 0,001 1,00 0,478 0,952 0,933

MIF
0,3595 ± 0,1704 0,2292 ± 0,1011 0,2608 ± 0,0750 0,4163 ± 0,3009 0,3007 ± 0,1543 0,7886 ± 0,9699 0,5127 ± 0,4061 0,4603 ± 0,4413

1 0,638 0,725 1,158 1 2,623 1,705 1,531
1,00 0,485 0,680 0,910 1,00 0,346 0,859 0,932

NOS3
0,0087 ± 0,0062 0,0068 ± 0,0037 0,0065 ± 0,0027 0,0082 ± 0,0085 0,0030 ± 0,0015 0,0092 ± 0,0092 0,0118 ± 0,0132 0,0059 ± 0,0036

1 0,782 0,747 0,943 1 3,067 3,933 1,967
1,00 0,899 0,846 0,997 1,00 0,407 0,194 0,857

SNAI1
0,0153 ± 0,0075 0,0099 ± 0,0041 0,0117 ± 0,0060 0,0340 ± 0,0306 0,0048 ± 0,0020 0,0128 ± 0,0112 0,0139 ± 0,0130 0,0093 ± 0,0100

1 0,647 0,765 2,222 1 2,667 2,896 1,938
1,00 0,902 0,967 0,178 1,00 0,390 0,296 0,784

SNAI2
0,0121 ± 0,0099 0,0038 ± 0,0008 0,0061 ± 0,0038 0,0045 ± 0,0030 0,0008 ± 0,0004 0,0032 ± 0,0023 0,0096 ± 0,0169 0,0028 ± 0,0049

1 0,314 0,504 0,372 1 4,000 12,000 3,500
1,00 0,044 0,176 0,069 1,00 0,942 0,276 0,966

TWIST1
0,0013 ± 0,0010 0,0003 ± 0,0002 0,0002 ± 0,0001 0,0007 ± 0,0004 0,0004 ± 0,0003 0,0016 ± 0,0025 0,0028 ± 0,0046 0,0013 ± 0,0016

1 0,231 0,154 0,538 1 4,000 7,000 3,250
1,00 0,015 0,006 0,149 1,00 0,770 0,332 0,883

ZEB1
0,2133 ± 0,0853 0,0757 ± 0,0583 0,1547 ± 0,0612 0,3244 ± 0,2382 0,1422 ± 0,0695  0,3690 ± 0,4640 0,4539 ± 0,4903 0,3511 ± 0,4072

1 0,355 0,725 1,521 1  2,595 3,192 2,469
1,00 0,208 0,789 0,360 1,00 0,638 0,402 0,690

KLF2
0,0026 ± 0,0016 0,0013 ± 0,0008 0,0010 ± 0,0006 0,0031 ± 0,0029 0,0010 ± 0,0008 0,0017 ± 0,0012 0,0041 ± 0,0058 0,0043 ± 0,0068

1 0,500 0,385 1,192 1 1,700 4,100 4,300
1,00 0,484 0,295 0,917 1,00 0,988 0,496 0,462

KLF4
0,0047 ± 0,0026 0,0026 ± 0,0007 0,0023 ± 0,0013 0,0472 ± 0,0390 0,0117 ± 0,0061 0,0154 ± 0,0206 0,0134 ± 0,0113 0,0305 ± 0,0344

1 0,553 0,489 10,043 1 1,316 1,145 2,607
1,00 0,995 0,993 0,003 1,00 0,981 0,998 0,308

NFE2L2
0,2095 ± 0,1512 0,0889 ± 0,0260 0,1093 ± 0,0414 0,3476 ± 0,2403 0,1489 ± 0,0718 0,2252 ± 0,2664 0,4401 ± 0,4784 0,3014 ± 0,3919

1 0,424 0,522 1,659 1 1,512 2,956 2,024
1,00 0,356 0,498 0,257 1,00 0,961 0,335 0,777

Примечание: КПМ – кальципротеиновые мономеры; КПЧ – кальципротеиновые частицы. 
Note: CPMs – calciprotein monomers; CPPs – calciprotein particles. 
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альных клеток на 10% было выбрано в качестве 
целевого. Проведенные в представленной работе 
эксперименты показали, что такое повышение до-

стигается путем увеличения концентрации кальция 
на 10 мкг/мл. 

Необходимой предпосылкой реализации пато-

генных эффектов КПЧ является их интернализа-

ция ЭК [4–6, 8], которая происходит даже в усло-

виях потока [5, 8]. Возможность интернализации 
КПМ ЭК оставалась неясной, однако также была 
показана в условиях потока в данном исследова-

нии. Несмотря на это, добавление Ca2+ и КПМ в 
выбранной для исследования концентрации (10 
мкг/мл) не вызывало системных патогенных эф-

фектов в первичных артериальных ЭК человека 
(хотя отдельные стохастические эффекты все же 
достигали статистической значимости). Напро-

тив, добавление КПЧ к первичным ЭК коронар-

ной артерии человека в концентрации 10 мкг/мл 
вызывало повышение экспрессии генов провос-

палительных молекул клеточной адгезии, обеспе-

чивающих связывание лейкоцитов с ЭК (VCAM1, 
ICAM1 и SELE) и генов основных эндотелиаль-

ных провоспалительных цитокинов (IL6, CXCL8 

и CXCL1). Тем не менее ЭК внутренней грудной 
артерии были более устойчивыми к воздействию 
КПЧ в вышеуказанной концентрации и не харак-

теризовались статистически значимыми измене-

ниями генной экспрессии. Наблюдавшаяся в ЭК 
коронарной артерии их провоспалительная ак-

тивация является типовой для дисфункциональ-

ных ЭК [23, 24], в особенности при воздействии 
кальциевого стресса [4]. Интересным наблюде-

нием было компенсаторное повышение гена ате-

ропротективного транскрипционного фактора 
эндотелиальной механотрансдукции KLF4 в ЭК 
коронарной артерии, однако системный характер 
данного феномена находится под вопросом, учи-

тывая отсутствие подобной реакции генов KLF2 

и NFE2L2.

Выявленные изменения генной экспрессии в 
ЭК коронарной артерии под воздействием КПЧ 
соответствуют картине хронического системного 
воспаления низкой интенсивности, которое само 
по себе является триггером дисфункции эндо-

телия [25] и наблюдается у пожилых пациентов 
(так называемый феномен инфламмэйджинга). 
Это свидетельствует о физиологической реле-

вантности проведенного исследования. Разли-

чие в патогенном действии Ca2+, КПМ и КПЧ на 
ЭК (отсутствие такового у Ca2+ и КПМ и нали-

чие такового у КПЧ) свидетельствует о том, что 
патологические эффекты кальция определяются 
также формой его доставки внутрь клетки и его 
присутствия вне клетки, а не только его концен-

трацией. Данные результаты могут указывать на 
необходимость переоценки подходов к дозировке 

КПЧ в экспериментальных исследованиях; тем не 
менее следует отметить, что все остальные под-

ходы (мечение флюоресцентно меченым бисфос-

фонатом, сканирующая электронная микроскопия 
и измерение оптической плотности в сочетании 
с оценкой распределения диаметра частиц в рас-

творе при помощи динамического рассеяния све-

та или без него) ограничены их применимостью 
исключительно для КПЧ. Кроме того, ни один из 
указанных альтернативных подходов не свободен 
от критики, поскольку проточно-цитометриче-

ский анализ отличается слишком высокой вари-

ативностью, прямой подсчет количества частиц 
при помощи электронной микроскопии слишком 
длителен, а результаты измерения оптической 
плотности в значительной степени зависят от рас-

пределения размерности частиц в растворе.

Заключение
Повышение молярной концентрации ионизиро-

ванного кальция в бессывороточной среде для куль-

тивирования ЭК и сыворотке крови крыс Wistar на 
10% (в 1,1 раза) (то есть достижение «высокого 
нормального» уровня Ca2+) обеспечивается путем 
добавления 10 мкг кальция на 1 мл среды или сы-

воротки. Добавление Ca2+ и КПМ в концентрации 
10 мкг/мл не вызывает патологических эффектов в 
культурах первичных ЭК коронарной и внутренней 
грудной артерий (несмотря на факт интернализа-

ции КПМ). Добавление КПЧ к первичным ЭК ко-

ронарной артерии человека в концентрации 10 мкг/
мл вызывает провоспалительную активацию эндо-

телия, которая проявляется повышением экспрес-

сии генов молекул адгезии лейкоцитов VCAM1, 
ICAM1 и SELE и генов провоспалительных цито-

кинов IL6, CXCL8 и CXCL1, при этом первичные 
ЭК внутренней грудной артерии остаются относи-

тельно устойчивыми к развитию дисфункции эндо-

телия при воздействии такой дозы КПЧ. Поскольку 
дисфункцию эндотелия в физиологической концен-

трации вызывали исключительно КПЧ, а не КПМ 
или Ca2+, можно сделать вывод о том, что патоло-

гические эффекты кальция в значительной степени 
определяются формой его добавления, а не только 
добавляемой концентрацией.
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Основные положения
• Гибридная децеллюляризация аллографтов в сверхкритическом СО2 с малой добавкой детер-

гента Tween 80 эффективна в снижении кальциноза.
• Особое покрытие на основе наночастиц хитозана, полученных и нанесенных из растворов 

воды, насыщенной субкритическим СО2, позволяет снизить кальциноз стандартного ГА-стабили-
зированного перикарда.

ИССЛЕДОВАНИЕ ВЛИЯНИЯ ОБРАБОТКИ АЛЛО- И КСЕНОГЕННЫХ 
БИОМАТЕРИАЛОВ В СУБ- И СВЕРХКРИТИЧЕСКОМ ДИОКСИДЕ УГЛЕРОДА 

НА СПОСОБНОСТЬ К ПОДАВЛЕНИЮ КАЛЬЦИНОЗА

Цель
Сравнительный анализ антикальцификационных свойств имплантатов на 
основе алло- и ксеноткани после обработки в сверх- и субкритическом диок-
сиде углерода (СО2).

Материалы 
и методы

Выполнена модификация сосудов крыс методом гибридной децеллюляри-
зации в сверхкритическом СО2 с детергентами и перикарда телят методом 
прямого нанесения покрытия из хитозановых наночастиц с серебром из 
растворов воды, насыщенной диоксидом углерода под давлением (угольная 
кислота). Проведено исследование кальциноза на крысах (n = 10 для каж-
дого типа образца) in vivo. Для моделирования поведения биоматериала в 
организме человека применен подход имплантации крысам их аллогенных 
модифицированных аорт. Для определения кальция в извлекаемых образцах 
использован спектрофотометрический метод оценки концентрации кальция. 
Для оценки цитотоксичности образцов перикарда с нанопокрытием – метод 
измерения импеданса клеток, заселенных на образцы биоматериалов.

Результаты

Установлено, что обработка крысиных сосудов в сверхкритическом СО2 сни-
жает отложения солей кальция на 30% по сравнению с исходным аллограф-
том. Для перикарда с покрытием из наночастиц хитозана характерно еще 
большее снижение кальциноза – биоматрица с покрытием на основе наноча-
стиц хитозана с серебром содержит 0,015 ± 0,005 мас.% солей кальция, что 
значительно ниже, чем у ГА-стабилизированного перикарда (0,070 ± 0,015 
мас.%) после эксперимента. Установлено, что биокомпозиты с нанопокры-
тием характеризуются приблизительно одинаковым клеточным индексом 
по сравнению с образцом ксеноткани без покрытия. Все образцы проявля-
ли цитостатический эффект, в том числе с нанопокрытием, что доказывает 
инкапсуляцию серебра в полимерную матрицу и обеспечивает отсутствие 
негативного влияния на организм при нормальном функционировании. По-
крытие биоматрикса на основе «пустых» наночастиц хитозана способствует 
увеличению пролиферации клеток.

Заключение

Применение сверхкритической технологии для очистки биоматериалов, а 
также создания и нанесения полимерных протекторных покрытий с целью 
усиления способности к подавлению кальциноза представляется перспек-
тивным. Использование такого подхода модификации биопротезов является 
более выигрышной стратегией относительно стандартных общепринятых 
методов их химической модификации.

ONLINE
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Aim
To conduct a comparative analysis of anticalcification properties of implants based on 
allo- and xeno-tissue after treatment in super- (scCO2) and subcritical carbon dioxide.

Methods

We have performed a modification of the following structures: a) rat vessels by 
hybrid decellularization in scCO2 with detergents b) calf pericardium by direct 
coating of chitosan nanoparticles with silver from the water/carbon dioxide 
system under pressure (carbonic acid). Following that we have performed an 
in vivo calcification study on rats (n = 10 for each type of sample). To model 
the behavior of biomaterial in the human body, we have implanted allogeneic 
modified aorta into rats. To determine the calcium in the extracted samples, we 
have used spectrophotometric method to estimate the concentration of calcium. To 
assess the cytotoxicity of nanocoated pericardium samples, we have measured the 
impedance of cells populated on biomaterial samples was used.

Results

The treatment of rat vessels in supercritical CO2 reduces the deposition of calcium 
salts by 30% compared to baseline allografts. Pericardium coated with chitosan 
nanoparticles can be characterized by a significant decrease in calcification – the 
biomatrix coated with Cht_Ag/TPP contains only (0.015 ± 0.005) wt.% of calcium 
salts, which is significantly lower compared with GA-stabilized pericardium with 
(0.070 ± 0.015) wt.% after the experiment. Biocomposites with nanocoating are 
characterized by similar cellular index compared to a sample of uncoated xeno-tissue. 
All samples exhibit a cytostatic effect, including nanocoated samples (Cht_Ag/TPP), 
which proves the encapsulation of silver in the polymer matrix and ensures the absence 
of negative effects on the body during normal functioning. The coating of biomatrix 
based on hollow chitosan nanoparticles contributes to an increase in cell proliferation.

Conclusion

The use of supercritical technology for the purification of biomaterials, as well as the 
creation and application of polymer protective coatings in order to enhance the ability 
to suppress calcification looks very promising. At the same time, the use of such a 
“green” approach to the modification of bioprostheses is a more advantageous strategy 
relative to the standard generally accepted methods of their chemical modification.

Keywords
Allografts • Bioprosthetic heart valves • Calcification • Supercritical technologies 
• Cytotoxicity • Nanoparticles • Chitosan • Carbonic acid • Supercritical carbon 
dioxide
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Highlights
• Hybrid decellularization of allografts in scCO2 with a small addition of the detergent Tween 80 is 

very effective in terms of reducing calcification.
• A special coating based on chitosan nanoparticles obtained and applied from the water/subcritical 

CO2 system makes it possible to significantly reduce calcification of the standard GA-stabilized 
pericardium.
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Список сокращений
ГА – глутаровый альдегид SDS – додецилсульфат натрия

Введение
По мере расширения возможностей современ-

ной сердечно-сосудистой хирургии растет и по-

требность в скаффолдах синтетического или био-

логического происхождения для замены тканей 
реципиента, которые утратили свои морфологи-

ческие и функциональные свойства [1]. Эта про-

блема актуальна и для биологических протезов 
сосудов. Для решения данной задачи исследовате-

ли ведут поиск оптимальных источников биомате-

риала и альтернативных подходов к повышению 
его биосовместимости, тромборезистентности и 
устойчивости к кальцинозу, а также снижению 
иммуногенности. 

Одними из основных источников материалов 
для биопротезов (скаффолдов) являются ксенопе-

рикард (перикард телят, коров, свиней) и аллоген-

ная донорская ткань. Такие биоматериалы имеют 
отличные гемодинамические и механико-прочност-

ные свойства. Однако демонстрируют и значимый 
недостаток, заключавшийся в низком сроке службы 
относительно механических аналогов, что суще-

ственно ограничивает применение имплантатов с 
биоматериалами. Основными причинами отдален-

ной дисфункции имплантированных аллографтов 
и ксеногенных биопротезов клапанов сердца явля-

ются кальциноз и тканевая дегенерация [2, 3], кото-

рая представляет собой постепенно развивающий-

ся процесс износа пересаженного клапана. Однако 
частота эндокардита для аллографтов достоверно 
ниже, чем после имплантации ксеногенных био-

протезов. Тем не менее основная стратегия увели-

чения срока службы обоих типов протезов клапанов 
заключается в применении подходов, снижающих 
кальциноз биоматериалов. Так, используют очистку 
биоматериалов от клеток донора и фосфолипидов 
(децеллюляризация) [4, 5] с целью снижения им-

мунного ответа со стороны организма реципиента 
или/и нанесение протекторного антикальциевого 
покрытия [6, 7].

«Золотым стандартом» децеллюляризации 
биоткани является последовательная химическая 
обработка. Традиционно после отмывки детерген-

том на водной основе (например, додецилсульфа-

том натрия (SDS)) следует обработка в растворе 
поверхностно-активного вещества и щелочи. Этот 
подход эффективен, но подготовка матрикса та-

ким образом может занимать до нескольких дней. 
Биоматериал приходится отмывать несколько раз, 
чтобы удалить агрессивные химические агенты 
из-за их токсических свойств, более того, показа-

но, что эти химические вещества повреждают со-

единительнотканный каркас во время децеллюля-

ризации [8, 9]. В частности, SDS, являясь мощным 
агентом для лизиса клеток, разрушает конфигура-

цию белка и нативную ультраструктуру, вызывая 
уплотнение коллагена в децеллюляризованных 
клапанах сердца [10, 11].

В последнее время повышенный исследова-

тельский интерес вызывает «зеленый» подход де-

целлюляризации биотканей с применением сверх-

критического диоксида углерода (СО2) в качестве 
растворяющей и очищающей среды. Особенность 
сверхкритического СО2 заключается в том, что 
доступный и дешевый диоксид углерода можно 
сравнительно легко перевести в сверхкритическую 
фазу, которая обладает сочетанием свойств жидко-

го и газообразного состояния агрегатного вещества. 
Действительно, уже при давлениях выше Рк = 7,28 
МПа и температурах выше Тк = 31,2 °C диоксид 
углерода переходит в сверхкритическое состояние, 
при котором обладает высокой плотностью, срав-

нимой с жидкими растворителями (ρ = 0,4–1,0 г/см3 

в зависимости от P и Т), и высокими значениями 
коэффициента диффузии, характерными для газов. 
Благодаря такому уникальному сочетанию свойств 
вкупе с отсутствием поверхностного натяжения 
сверхкритический СО2 может проникать в плот-

ные материалы и действовать как мощный раство-

ритель [12]. Данный растворитель в силу относи-

тельно мягких условий существования может быть 
применим для экологически чистой и деликатной 
очистки биоматериалов.

Тем не менее для полной децеллюляризации 
биоматериалов различной природы обработки в 
чистом сверхкритическом СО2 бывает недоста-

точно. Ранее нами показана эффективность ги-

бридного подхода децеллюляризации ксеноген-

ных яремных вен быка [13] и человеческих ал-

лографтов [14]. Суть такого гибридного подхода 
состоит в экспресс-предобработке в химическом 
детергенте SDS (1 ч) с последовательной цикли-

ческой обработкой в многокомпонентной системе, 
основу которой составляет сверхкритический СО2 

(~99 об.%) и малая добавка (1 об.%) неионогенно-

го биосовместимого детергента (Tween 80), воды 
и этанола. Гибридный подход позволил, с одной 
стороны, удалить клетки из ткани, а с другой, зна-

чительно изменить структуру и улучшить механи-

ко-прочностные свойства биоматериалов с точки 
зрения моделирования свойств нативного клапана 
человека. Ожидается, что, поскольку удается до-

биться эффективной децеллюляризации, модифи-

кация биоматериалов таким методом можно значи-

тельно снизить их кальциноз.
Другой основной стратегией снижения кальци-
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частиц из растворов воды, насыщенной диоксидом 
углерода под высоким давлением (угольной кисло-

той) (на модели ГА-перикарда).

Материалы и методы
Объектами исследования стали: крысиные ал-

лографты – аорты крыс – и образцы перикарда 
телят, стабилизированного ГА (матрицы ГА-ста-

билизированного перикарда), квадратной формы 
площадью 1 × 1 см2 и толщиной 0,4–0,5 мм. Об-

разцы аорты крыс модифицировали как химиче-

ским, так и новым гибридным методом с исполь-

зованием сверхкритического диоксида углерода. 
Для модификации использовали следующие мате-

риалы: детергенты – SDS, Tween 80 (Sigma-Aldrich, 
США), хитозан (#448869, Sigma-Aldrich, США), 
химические сшиватели – ГА и триполифосфат на-

трия. Также применяли нитрат серебра – AgNO3 
(Sigma-Aldrich, США; номер по каталогу 10220) – в 
качестве прекурсора металла. На протяжении всего 
эксперимента использовали сверхчистые CO2, H2 

(> 99,997%; Linde Gas Rus, Россия) и свежеионизи-

рованную воду (Milli-Q Synthesis, США).
Крысиные аорты извлечены из животных под 

наркозом, затем отмыты в стерильном физрастворе. 
Классическую химическую модификацию крыси-

ных аорт и перикарда телят производили согласно 
методике, одобренной для хирургической практики 
в ФГБУ «НМИЦ ССХ им. А.Н. Бакулева» Минздра-

ва России. Как правило, для ксеноперикарда этот ме-

тод включает первичную очистку биоматериала от 
остатков слизистой оболочки и крови, дальнейшую 
стабилизацию в 0,625% водном растворе ГА и про-

мывку (децеллюляризацию) 1% раствором додецил-

сульфата натрия и буфером HEPES (Sigma-Aldrich, 
США). Децеллюляризацию крысиных аорт прово-

дили в три этапа общей продолжительностью около 
70 ч. Первым этапом выполняли экспозицию аорт 
в растворе детергента дигитонина (0,1 об./об. %) 
и ЭДТА (10 ммоль/л) при комнатной температуре 
и атмосферном давлении в течение 48 ч. Вторым 
этапом аорты промывали от остатков растворителя 
в физиологическом растворе в течение 15 мин. На 
третьем этапе стерилизовали в растворе антибио-

тика в течение 24 ч. Затем образцы многократно 
отмывали и хранили для последующего подкожно-

го подсаживания крысам. Гибридный метод заклю-

чался в легкой кратковременной (1 ч) экспозиции 
образцов в растворе детергента SDS с последую-

щей очисткой в растворе сверхкритического СО2 

с добавлением смеси малого количества (1 об.%) 
биосовместимых сорастворителей (вода, этанол) и 
неионогенного детергента Tween 80. Обработку в 
сверхкритическом СО2 проводили в герметичном 
автоклаве объемом 300 мл двумя циклами по 45 
мин с накачкой давления до Р1 = 17 МПа и сбросом 
до Р0 = 9 МПа с выдерживанием температуры в си-

ноза является создание протекторного антикальци-

евого покрытия, которое предотвращает непосред-

ственный контакт с кровью коллагеновых фибрилл 
основы биопротеза. В литературе представлены 
исследования различных по составу и строению 
протекторных покрытий, которыми обрабатывали 
стабилизированный глутаровым альдегидом (ГА) 
ксеногенный перикард. Среди наиболее эффектив-

ных стоит выделить следующие полимерные по-

крытия: на основе альфа-аминоолеиновой кислоты 
– после 4 мес. имплантации обработанные данной 
кислотой створки кальцифицируются меньше, чем 
в контроле (5,5 ± 3,0 против 91,2 ± 19,5 мг/г соот-

ветственно; p = 0,0004) [15], гепарина – обработка в 
4–5 раз снижала кальциноз при подкожной имплан-

тации крысам [16], сочетания с ПЭГ [17], гиалуро-

новой кислотой, хитозаном – снижение кальциноза 
с 10,5 ± 1,3 до 1,1 ± 0,3 мг/г. Также эффективными 
могут быть покрытия на основе низкомолекуляр-

ных веществ, например покрытых солями металлов 
(FeCl3, AlCl3) [18, 19], или бисфосфонатами [20].

В целом подходы, основанные на модифика-

ции ГА-перикарда полимерами, более предпочти-

тельны, поскольку можно ожидать, что такое по-

крытие более устойчиво в силу цепного строения 
молекул и гибкости цепи. Нами ранее разработан 
метод нанесения хитозановых покрытий на ГА-пе-

рикард из самонейтрализующейся и биологически 
безопасной среды – угольной кислоты под давле-

нием [21]. Показано, что хитозановое покрытие 
почти на порядок относительно ГА-перикарда, 
децеллюляризованного с помощью SDS, снижает 
кальциноз, что обеспечивается как маскированием 
остаточных альдегидных групп, в том числе вну-

три микропористой матрицы, так и очисткой ткани 
в среде угольной кислоты. Перспективным выгля-

дит способ нанесения особого покрытия на основе 
хитозановых наночастиц, дополненных антими-

кробными веществами. Так, покрытие на основе 
наносфер хитозана с внедренными наночастицами 
серебра способно увеличить механическую проч-

ность матрицы, а также придать усиленный анти-

микробный эффект со свойством интеллектуаль-

ного отклика [22].
Исходя из представленных в литературе мето-

дов модификации биоматериалов для снижения 
кальциноза, можно сделать вывод, что научно-ис-

следовательский интерес представляют новые ме-

тоды и подходы с использованием нетоксичных 
растворителей. Целью настоящего исследования 

является изучение влияния обработки биоматериа-

лов растворителями на основе диоксида углерода 
под давлением (сверхкритический СО2, угольная 
кислота) на способность к подавлению кальциноза. 
При этом тестировали два подхода: гибридную де-

целлюляризацию (на модели крысиных аллограф-

тов) и нанесение покрытия из хитозановых нано-
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стеме 39 °С. Более детально метод очистки описан 
в опубликованной ранее работе [14].

Исследовали структуру поверхности аорт до и 
после децеллюляризации методом сканирующей 
электронной микроскопии с использованием по-

левого эмиссионного микроскопа Hitachi SU 8000 
(Hitachi, Япония). Образцы фиксировали в растворе 
2% ГА в 0,1 М буфере HEPES-NaOH (рН 7.2), про-

мывали тем же буфером и высушивали путем по-

степенной замена воды этанолом с последующим 
удалением этанола. Чтобы избежать поверхностных 
капиллярных эффектов, возникающих в результате 
обычного удаления этанола из образца ткани че-

рез границу раздела фаз жидкость/газ, этанол был 
удален потоком сверхкритического CO2 при деком-

прессии. Образец извлекали из реактора, устанавли-

вали на 25-миллиметровую алюминиевую заглушку 
и фиксировали с помощью токопроводящей угле-

родной краски. Поверхность была покрыта тонкой 
пленкой (7 нм) из сплава платина/палладий (80/20) 
методом магнетронного распыления [23]. Изобра-

жения получены в режиме вторичных электронов 
при ускоряющем напряжении 2 кВ на рабочем рас-

стоянии 8–10 мм. Поверхность образцов исследова-

ли при увеличении от × 100 до × 50 000.
Перикард телят стабилизировали и децеллюля-

ризировали согласно классическому методу с ис-

пользованием ГА и SDS. ГА-стабилизированные 
матрицы перикарда модифицировали путем на-

несения полимерного покрытия, основу которого 
представляли хитозановые наносферы с внедрен-

ными наночастицами серебра. Наночастицы хито-

зана получали методом ионного гелирования в рас-

творе угольной кислоты. Нанесение покрытия так-

же происходило в растворе угольной кислоты под 
давлением. Раствор наночастиц в угольной кислоте 
получали поэтапно в герметичном реакторе, в кото-

ром воду насыщали СО2 под давлением р = 30 МПа 
для получения 0,7 вес.% раствора хитозана. После 
растворения реактор вскрывали и добавляли пре-

курсор серебра (AgNO3) из расчета 1 ион серебра 
на 10 звеньев хитозана (образец низкомолекулярно-

го хитозана #448869 был использован для получе-

ния таких частиц). После раствор вновь насыщали 
СО2 до давления 30 МПа и выдерживали систему 
при 25 °C и перемешивании в течение 1–2 дней. За-

тем в раствор добавляли ионногенный сшиватель 
триполифосфат натрия так, чтобы соотношение 
сшивателя к полимеру было 1:6, дополнительно 
сначала закачивая Н2 до давления 1 МПа для ка-

тализа процесса формирования металлических на-

ночастиц, затем раствор насыщали СО2. Такое со-

отношение сшивателя выбрано исходя из выявлен-

ных оптимальных условий получения наночастиц 
в угольной кислоте с точки зрения их стабильно-

сти, по этой же причине был выбраны хитозановый 
материал низкой молекулярной массы и давление 

СО2 в бифазной системе p = 30 МПа. Покрытие на 
ГА-перикарде получали путем прямого нанесения 
из полученного раствора составных наночастиц 
хитозана в растворе угольной кислоты при p = 30 
МПа и температуре 25 °С, в результате чего были 
получены гибридные матриксы ГА-перикарда с 
новым покрытием. Детальное описание методики 
получения полимерных наночастиц и их нанесения 
на матрицы ГА-перикарда представлено ранее [22].

Из-за быстрого метаболизма крыс в качестве 
экспресс-тестирования in vivo с относительно 
короткими временными характеристиками каль-

цификации мы выбрали подкожные тесты. Об-

разцы биоматериалов (1 × 1 см2 для перикарда и 
1 см куски аорт) вместе с контрольными образ-

цами были подкожно имплантированы крысам 
линии Wistar массой 180 ± 10 г (рис. 1). Образцы 
перикарда попарно (образец с покрытием и без 
него), симметрично относительно позвоночника 
имплантированы в центральную область спины 
животного. Крысиные аорты имплантированы по-

парно (исследуемый образец – контрольный) для 
каждого типа образца симметрично относитель-

но позвоночника, в центральную область спины, 
в область лопаток и таза животного. На каждый 
тип образца приходилось по десять крыс. Каждая 
крыса получала одновременно два образца пери-

карда – ГА-перикард и ГА-перикард с покрытием 
на основе наночастиц хитозана с серебром – и три 
образца аорт (нативная, классическая, гибридная 
очистка). Операции проведены под анестезией 
золетилом. После имплантации животных содер-

жали в нормальных условиях, с кормлением ad 
libitum. В рацион входил регулятор кальция эр-

гокальциферол (витамин D2). Через 4 мес. после 
имплантации образцы были изъяты, у следов вос-

палительной реакции не обнаружено. 
Эксперименты с животными были выполнены 

Рисунок 1. Схема эксперимента: модификация ГА-пери-
карда прямым нанесением покрытия на основе наночастиц 
хитозана с серебром из раствора в угольной кислоте с по-
следующей подкожной имплантацией образцов крысам для 
проведения эксперимента in vivo
Figure 1. Design of the experiment: Modification of GA-
pericardium by direct coating with ChtAgTPP nanoparticles in 
carbonic acid solution, followed by implantation into rats for in 
vivo testing
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в соответствии с Директивой 2010/63/EU Европей-

ского парламента и Совета Европейского Союза от 
22 сентября 2010 г. о защите животных, исполь-

зуемых в научных целях. Протокол исследования 
одобрен ФГБУ «НМИЦ ССХ им. А.Н. Бакулева» 
Минздрава России в соответствии с внутренними 
рекомендациями по уходу и использованию лабо-

раторных животных.
Для определения кальция в извлекаемых об-

разцах использован спектрофотометрический ме-

тод оценки концентрации кальция. Образцы были 
полностью переведены в раствор путем кислотного 
гидролиза в 1 M HCl (соляная кислота). Образцы 
взвешивали и помещали в 300 мкл раствора 1 M 
HCl. Затем аликвоты гидролизата объемом 30 мкл 
помещали в отдельные микропробирки (1,5 мл) и 
высушивали в течение 24 ч при 50 °С для удаления 
избытка кислоты. К сухому остатку добавляли 100 
мкл реагента «Арсеназо III» (набор «Кальций АС 
ДиаС», АО «ДИАКОН-ДС», Россия). Далее образ-

цы помещали в шейкер-термостат и инкубировали 
5 мин при 37 °С. Затем аликвоты перемещали в 
96-луночный планшет и регистрировали оптиче-

скую плотность при 620 ± 25 нм на планшетном 
ридере Tecan Infinite F200 (Tecan, Швейцария). Рас-

чет концентрации проводили по калибровочному 
графику, используя стандартный раствор хлорида 
кальция (2,5 ммоль/л).

Для оценки возможной цитотоксичности по-

крытия на основе наночастиц хитозана с серебром 
применен метод измерения импеданса клеток, за-

селенных на биоматриксы. Для мониторинга про-

лиферации клеток в режиме реального времени ис-

пользован прибор xCELLigence RTCA-SP (Agilent 
Technologies, США). В лунку E-Plate со встроен-

ными золотыми электродами вносили суспензию 
320 мкл среды DMEM (с бычьей фетальной сыво-

роткой и раствором антибиотика-антимикотика), 
содержащей 3 × 105 клеток костномозговых моно-

нуклеаров. Затем определяли фоновый импеданс 
и помещали исследуемый образец коллагеновой 
ткани, модифицированной наночастицами. Опре-

деляли косвенное значение клеточного индекса, 
связанное с изменением значений импеданса при 
прохождении переменного тока через лунки с об-

разцами, что прямо пропорционально истинному 
значению клеточного индекса, то есть отношение 
прироста или снижения количества клеток к ис-

ходному количеству клеток. Измерения проводи-

ли в течение 96 ч. В качестве контроля по измене-

нию клеточного индекса использовали лунки без 
исследуемых образцов (только суспензия клеток в 
среде). Каждый образец изучали в 5 повторах.

Результаты
Мы применяли подход, моделирующий имплан-

тацию исходного аллографта, а также аллографта, 

прошедшего специальную очистку от клеток с ис-

пользованием сверхкритического СО2, на мелких 
лабораторных животных. Поскольку в настоящий 
момент в кардиохирургической практике широко 
используются два типа биопротезов – аллографты 
и химически стабилизированные ГА протезы из 
ксеногенного перикарда, исследовательский ин-

терес вызывает изучение возможности снижения 
кальциноза за счет обработки биотканей в специ-

альных растворителях на основе диоксида углеро-

да под высоким давлением. 
Получены статистически значимые различия в 

кальцинозе для модифицированных и немодифи-

цированных биоматериалов (рис. 2). Для очищен-

ных дигитонином и ЭДТА аллогенных аорт наблю-

далось снижение кальциноза на 15% (p = 0,03) по 
сравнению с нативными образцами, а для очищен-

ных гибридным методом – на 30% по сравнению с 
исходным аллографтом (p = 0,03).

Косвенно можно оценить эффективность де-

целлюляризации такого гибридного подхода при 
сравнении изображений поверхностей аллограф-

тов до и после модификации, полученных мето-

дом сканирующей электронный микроскопии 
(рис. 3). Действительно, поверхность аорты после 
обработки более детализированная, с отчетливым 
изображением коллагеновых фибрилл. Таким об-

разом, такой подход позволяет, с одной стороны, 
эффективно децеллюляризировать ткань, прямым 
следствием чего является значимое снижением 
кальциноза.

Для перикардиальных образцов с покрытием 
на основе наночастиц хитозана с серебром и без 
такового выявлено еще более значимое отличие 
в показателях кальциноза (p = 0,005). Количество 
нерастворимых солей кальция, отложившихся на 
разных типах образцов биоматериалов, статисти-

чески значимо различалось. Средние значения 

Рисунок 2. Относительное количество солей кальция, от-
ложившихся в аллографтах после модельного эксперимен-
та на крысах
Figure 2. Relative amount of calcium salts deposited into 
allografts after model experiment on rats
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количества солей кальция, адсорбированных на 
образцах перикарда с покрытием на основе нано-

частиц хитозана с серебром, и стандартного био-

материала, применяемого в качестве основы запи-

рательного элемента биопротеза (ГА-перикард), 
представлены на рис. 3. 

Обнаружено, ГА-перикард с покрытием на осно-

ве наночастиц хитозана с серебром содержит только 
0,011 ± 0,004 мас.% солей кальция после проведе-

ния 4-месячного модельного эксперимента in vivo 

на крысах. Это примерно на два порядка ниже, чем 
для нативного коллагенового матрикса, и на порядок 
ниже, чем для применяемого в настоящий момент 
ГА-перикарда без покрытия (0,070 ± 0,010 мас.%) со-

лей кальция (рис. 4). Для каждой конкретной крысы 
кальцификация в образцах с покрытием всегда была 
значительно ниже, чем в контрольных образцах.

Поскольку показано, что ГА-перикард с покры-

тием из составных хитозановых наночастиц об-

ладает выраженным антимикробным эффектом, в 
связи с токсичностью наночастиц Ag, инкапсули-

рованных в полимерные частицы, важно было про-

тестировать цитотоксичность образцов перикарда с 
данным покрытием.

Исследование цитотоксичности биоимплантов 
показало, что как образцы без покрытия, так и с 
покрытием на основе наночастиц биосовмести-

мы, так как в среднем их клеточный индекс выше 
индекса контрольного образца. Биокомпозиты с 
нанопокрытием характеризуются приблизительно 
одинаковым клеточным индексом по сравнению с 
образцом ксеноткани без покрытия. Все образцы 
проявляют цитостатический эффект, в том числе 
с покрытием на основе наночастиц хитозана с се-

ребром, что доказывает инкапсуляцию серебра в 
полимерную матрицу и обеспечивает отсутствие 
негативных эффектов для организма при нормаль-

ном функционировании. Покрытие биоматрикса на 
основе «пустых» наночастиц хитозана способству-

ет увеличению пролиферации клеток (рис. 5).

Обсуждение
Снижение количества солей кальция, отложив-

шихся в образцы аллографтов, децеллюляризиро-

ванных гибридным подходом в среде сверхкри-

тического СО2, связано с эффективной очисткой 
биоткани от клеточных остатков и фосфолипидов, 
являющихся потенциальными центрами развития 
кальциноза. Во время экспозиции биоматериала в 
автоклаве высокого давления в растворе сверхкри-

тического СО2 образуется высокомобильная и ко-

леблющаяся смесь мицелл из молекул детергента 
и воды по типу «вода в масле» – в этом случае с 

Рисунок 4. Относительное количество солей кальция, от-
ложившихся в ГА-перикарде без покрытия и с покрытием 
на основе наночастиц хитозана с серебром после модельно-
го экспериментах на крысах
Figure 4. The relative amount of calcium salts deposited into 
the GA-pericardium, with and without Cht_Ag/TPP coating 
after model experiments on rats

Рисунок 5. Зависимость клеточного индекса от времени. ▼ 
– контроль, без биоматрикса, ▲ – биоматрикс без покры-
тия, ● – биоматрикс с покрытием хитозан/триполифосфат 
натрия, ■ – биоматрикс с покрытием на основе наночастиц 
хитозана с серебром 
Figure 5. Dependence of the cellular index on time. ▼ – Control 
sample, without biomatrix ▲ – biomatrix without coating, ● – 
biomatrix with Cht/TPP coating, ■ – biomatrix with ChtAgTPP 
coating 

Рисунок 3. СЭМ-микрографии поверхностей нативного 
крысиного аллографта (A, C) до и после гибридной децел-
люляризации (B, D). Верхний ряд изображений – увеличе-
ние ×10 000, нижний ряд – ×20 000. 
Figure 3. SEM micrographs of native rat allograft surfaces (A, 
C) before and after hybrid decellularization (B, D). Upper row 
of images: magnification – ×10 k, lower row – ×20 k.
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нормальном давлении [26]. В настоящем способе 
влияние высокого давления, по-видимому, является 
значительным. Вероятно, высокое давление способ-

ствует проникновению хитозановых наночастиц в 
глубокие поры коллагеновой матрицы, обеспечивая 
тем самым особенно тщательную модификацию 
ткани. Кроме того, в среде угольной кислоты также 
идут процессы вымывания клеточных остатков и 
фосфолипидов, аналогично тем, которые протекают 
во время гибридной децеллюляризации в сверхкри-

тическом СО2.

Заключение
Исходя из проведенных исследований на моде-

ли крысиных аллографтов, можно заключить, что 
гибридная обработка аллографтов с применением 
сверхкритического СО2 наиболее предпочтительна 
с точки зрения снижения кальциноза, даже в срав-

нении с эффективными химическими методами 
децеллюляризации, поскольку позволяет очищать 
ткань, удаляя клетки, фосфолипиды и клеточные 
остатки, являющиеся потенциальными центрами 
кальциноза. При этом также эффективным остает-

ся подход прямого нанесения хитозановых нано-

частиц на биоткань под давлением из растворов в 
угольной кислоте на ГА-стабилизированную ткань 
перикарда. Такой способ позволяет значительно 
снизить кальциноз относительно стандартного 
ГА-стабилизированного перикарда. 

Таким образом, можно заключить, что синтез 
двух подходов, эффективной децеллюляризации 
аллографтов в сверхкритическом СО2 с последую-

щей сшивкой биоткани и нанесением протекторно-

го антикальциевого покрытия из растворов воды, 
насыщенной субкритическим СО2, обладает значи-

тельными перспективами в решении важной науч-

но-практической задачи повышения срока службы 
биопротезов, применяемых в кардиохирургии.
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тическим CO2 такая сложная система содержит на-

норазмерные капли воды, заключенные в мицеллы, 
которые благодаря высокому давлению обладают 
высокой проникающей способностью и эффектив-

но промывают ткань по всей толщине образца [13]. 
Эта полярно-неполярная смесь, по-видимому, эф-

фективна при экстракции полярных, неполярных и, 
в частности, амфифильных клеточных остатков, что 
также косвенно подтверждено сравнительным ана-

лизом СЭМ-микрографий поверхности образцов 
нативных аллографтов и обработанных в растворе 
системы со сверхкритическим СО2 (см. рис. 3). 

Нанесение протекторного полимерного покрытия 
на основе наночастиц из раствора угольной кислоты 
под давлением способствует не только улучшению 
механико-прочностных свойств биоткани, дополни-

тельному усилению антимикробных свойств [22], но 
и значительному (почти на порядок) снижению каль-

циноза. Важно отметить, что хитозан известен как 
биоразлагаемый материал. Тем не менее покрытие 
на основе наночастиц хитозана подавляет кальци-

фикацию в течение всего периода 4-месячных под-

кожных тестов на крысах, что является относительно 
длительным периодом, принимая во внимание бы-

стрый метаболизм крыс. Скорее всего, хитозановые 
наночастицы связаны с коллагеновой матрицей по-

средством связей основания Шиффа с остаточными 
группами ГА. Таким образом, ГА-перикард с покры-

тием на основе наночастиц хитозана представляет 
собой стабильный материал, устойчивый к возмож-

ному биологическому разложению [24].
Полученные нами данные о снижении кальци-

фикации перикарда, обработанного хитозановыми 
наночастицами, сопоставимы со значениями, полу-

ченными нами ранее при нанесении обычного хито-

занового покрытия [21], а также представленными 
ранее в работах, в которых использовали хитозан, 
растворимый при нейтральном рН, который вряд ли 
должен быть достаточно стабильным на биопроте-

зах клапанов сердца в магистральном кровотоке во 
время длительного периода функционирования [25]. 
Наше покрытие на основе наночастиц адсорбирует-

ся из углекислоты при высоком давлении. Хитозан 
самопроизвольно теряет заряд после декомпрессии 
– макромолекулы депротонируются. Таким образом, 
без какой-либо нейтрализации щелочью он боль-

ше не растворим в нейтральных средах, таких как 
плазма крови, и должен быть достаточно стабиль-

ным. Поэтому мы считаем, что этот метод является 
более перспективным по сравнению с ранее запа-

тентованным, при котором уменьшение кальцифи-

кации в 20–40 раз было достигнуто за счет нанесе-

ния электростатически стабилизированного бислоя 
производных хитозана из водных растворов при 
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Основные положения
• Оригинальная методика формирования гидрогелевого атромбогенного лекарственного по-

крытия на внутренней поверхности сосудистого протеза малого диаметра не повлияла на изна-
чальные структурные и физико-механические свойства изделия. Загрузка в покрытие илопроста 
и гепарина значимо улучшила гемосовместимость материала в отношении ингибирования агре-
гации тромбоцитов.  

ТКАНЕИНЖЕНЕРНЫЙ ПРОТЕЗ КРОВЕНОСНОГО СОСУДА: 
ОЦЕНКА КАЧЕСТВА МАТЕРИАЛА И ФУНКЦИОНАЛЬНОЙ АКТИВНОСТИ 

АТРОМБОГЕННОГО ЛЕКАРСТВЕННОГО ПОКРЫТИЯ

Цель
Оценка структурных и физико-механических характеристик тканеинженер-
ного сосудистого протеза и функциональной активности его лекарственного 
покрытия.   

Материалы 
и методы

Протезы сосудов на основе сочетания поликапролактона и полиуретана 
с ростовыми факторами изготавливали методом эмульсионного электро-
спиннинга. Лекарственное покрытие на внутренней поверхности протезов 
представлено гидрогелевым слоем, нагруженным илопростом и гепарином. 
Структуру поверхности исследовали методом сканирующей электронной 
микроскопии, физико-механические характеристики – на универсальной 
испытательной машине Zwick/Roell, свойства поверхности – методом уста-
новления контактного угла смачиваемости. Функциональная активность ле-
карственного покрытия оценена по показателям максимальной агрегации 
тромбоцитов при контакте с материалом. 

Результаты

Установлено, что методика формирования лекарственного покрытия не 
привела к изменению архитектоники поверхности полимерного матрикса. 
Структура конечного изделия представлена хаотично направленными ми-
кро- и нановолокнами с разноразмерными порами без деформативных изме-
нений материала; поверхность изделия сохранила гидрофильность (θ = 68,6 
± 11,85). Успешность поверхностного модифицирования сосудистых про-
тезов атромбогенными лекарственными препаратами подтверждена крайне 
низкими значениями максимума агрегации тромбоцитов при контакте обо-
гащенной тромбоцитами плазмы с поверхностью протезов (8,5 (7,2; 12,2) 
%). Доказаны пролонгированность высвобождения и сохранение активности 
лекарственных препаратов в зависимости от условий их инкубации в физио-
логическом растворе.  

Заключение

Формирование атромбогенного лекарственного покрытия на поверхности 
сосудистого протеза PCL/PU/GFmix/Ilo/Hep не привело к изменению структур-
ных характеристик и ухудшению физико-механических свойств, но значимо 
улучшило гемосовместимость в отношении ингибирования агрегации тром-
боцитов.  

Ключевые слова Протез сосуда малого диаметра • Поликапролактон • Полиуретан • Электро-
спиннинг • Гемосовместимость
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Aim
To evaluate structural, physical and mechanical characteristics of a drug-eluting 
tissue-engineered vascular graft and the functional activity of its coating.   

Methods

Vascular grafts based on polycaprolactone and polyurethane with growth factors 
were manufactured by emulsion electrospinning. The modified coating on the inner 
surface of the graft consisted of a hydrogel layer loaded with iloprost and heparin. 
The surface structure was studied by scanning electron microscopy, physical and 
mechanical characteristics were studied using a universal Zwick/Roell testing 
machine, surface properties were studied by contact angle measurements and 
wettability. The functional activity of the modified coating was assessed with the 
help of indicators of maximum platelet aggregation upon contact with the material. 

Results

The results showed that forming the coating did not change the architectonics 
of the polymer matrix surface. The structure of the graft was represented by 
randomly directed micro- and nanofibers with heterogeneous pores and without 
deformation of material; the surface of the graft retained hydrophilicity (θ = 68.6 
± 11.85). We confirmed the success of surface modification of vascular graft 
by observing extremely low values of the maximum platelet aggregation upon 
contact of platelet-rich plasma with the surface of the graft (8,5 (7,2; 12,2) %). 
Depending on the conditions of their incubation in saline solution, we have noted 
the prolongation of the drug-releasing activity.

Conclusion

The formation of anti-thrombogenic coating on the surface of the PCL/PU/GFmix/
Ilo/Hep vascular graft did not negatively affect the structural characteristics or physical 
and mechanical properties, moreover, it significantly improved hemocompatibility 
in terms of inhibition of platelet aggregation.  

Keywords
Small diameter vascular graft • Polycaprolactone • Polyurethane • Electrospinning 
• Hemocompatibility
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Highlights

• The original method of forming a hydrogel anti-trombogenic drug coating on the inner surface of a 
small diameter vascular graft did not affect the baseline structural, physical and mechanical properties of 
the product. Loading iloprost and heparin into the coating significantly improved the hemocompatibility 
of the material with respect to inhibition of platelet aggregation.

Список сокращений
ОТП
PCL

–
–

обогащенная тромбоцитами плазма
поликапролактон

PU – полиуретан

Введение
Существует высокая потребность в протезах кро-

веносных сосудов малого диаметра (D < 6 мм) [1]. 
Используя методы тканевой инженерии, можно 
создавать различные полимерные сосудистые про-

тезы с заданными характеристиками [2–5]. К тка-

неинженерному протезу предъявляются серьезные 
требования: он должен быть биосовместим, схож 
по механическим свойствам с аутологичными со-

судами, способен функционировать при низкой 
скорости потока и более высоком сопротивлении, 

характеризующих гемодинамическую среду сосу-

дов малого диаметра [6]. Неполное выполнение 
данных условий формирует ряд рисков несосто-

ятельности протезов данной категории: тромбо-

образование, несбалансированность ремоделиро-

вания стенки протеза, аневризмообразование, ги-

перплазия неоинтимы [7]. 
Оригинальная технология изготовления функ-

ционально активного тканеинженерного протеза 
сосуда малого диаметра включила в себя подхо-

ды, с помощью которых возможно преодолеть 
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об./мин, скорость подачи раствора – 0,5 мл/ч, время 
очистки иглы – 30 сек., расстояние от иглы до намо-

точного коллектора – 15 см. Диаметр намоточного 
коллектора составил 8 мм. После высыхания полу-

чали PCL/PU/GFmix-протезы.
На II этапе формировали гидрогелевое покры-

тие на поверхности протезов PCL/PU/GFmix из 
10% водного раствора поливинилпирролидона 
(PVP, PanReac AppliChem, Испания). Образцы 
выдерживали в приготовленном растворе в тече-

ние 30 мин с дальнейшим удалением излишнего 
PVP и высушиванием на воздухе при комнатной 
температуре. Далее протезы помещали в стеклян-

ные пробирки, заполняли аргоном и подвергали 
ионизирующему излучению с общей дозой по-

глощения 15 кГр c использованием импульсного 
линейного ускорителя ИЛУ-10 с энергией пучка 
5МэВ 50 кВТ (Институт ядерной физики им. Г.И. 
Будкера СО РАН, Россия). В итоге получали PCL/
PU/GFmix/PVP-протезы. Стоит отметить, что при-

менение данного облучения параллельно позволи-

ло осуществить поверхностное модифицирование 
и стерилизацию образцов. 

Заключительный III этап выполняли в сте-

рильных условиях. К PVP-поверхности методом 
комплексообразования проводили присоедине-

ние антиагреганта илопроста (Ilo, VENTAVIS, 
BERLIMED S.A., Испания) и нефракционирован-

ного гепарина (Hep, ФГУП «Московский эндо-

кринный завод», Россия). PCL/PU/GFmix/PVP-про-

тезы выдерживали в течение 30 мин в глициновом 
растворе pH 2,3–2,6, содержащем вышеуказанные 
лекарственные препараты, с последующим высу-

шиванием. После прохождения вех этапов изготов-

ления получали PCL/PU/GFmix/Ilo/Hep-протезы. 
Для ряда методов готовые сосудистые протезы 

разрезали вдоль с целью получения плоских ма-

триксов. 

Сканирующая электронная микроскопия 
Оценку структуры внутренней поверхности 

протезов проводили на сканирующем электронном 
микроскопе S-3400N (Hitachi, Япония) в условиях 
высокого вакуума при ускоряющем напряжении 
10 кВ. Перед исследованием образцы протезов 
размером 0,5 × 0,5 см подвергали золото-палла-

диевому напылению с получением покрытия тол-

щиной 15 нм при использовании системы для на-

пыления EM ACE200 (Leica Microsystems GmbH, 
Австрия).  

Контактный угол смачиваемости
Для оценки гидрофильных/гидрофобных 

свойств определили краевой угол смачивания на 
полимерных материалах методом сидячей капли 
с использованием прибора Drop Shape Analyzer 
DSA25 (Kruss GmbH, Германия) при комнатной 

вышеуказанные проблемы [8]. Сочетание биосо-

вместимых полимеров поликапролактона (PCL) 
и полиуретана (PU) в трубчатом каркасе протеза 
может обеспечить поддержание требуемых меха-

нических характеристик и устойчивость к форми-

рованию аневризм [9–12]. При этом инкорпориру-

емые в состав протеза проангиогеннные факторы 
призваны задать вектор гармоничного ремодели-

рования стенки протеза посредством привлече-

ния сосудистых клеток из крови и окружающих 
тканей [13]. Высокопористые материалы при кон-

такте с кровью способны провоцировать тромбо-

образование, поэтому при разработке изделий для 
нужд сердечно-сосудистой хирургии необходимо 
учитывать данные особенности. Поверхностное 
модифицирование протезов атромбогенными ле-

карственными препаратами может предупредить 
тромбоз просвета имплантированных сосудистых 
протезов как в раннем послеоперационном пери-

оде, так и в процессе длительной биорезорбции 
основного каркаса протеза [14]. Атромбогенное 
лекарственное покрытие, формируемое по соб-

ственной оригинальной методике, представляет 
собой гидрогелиевый слой со стороны просвета, 
наполненный антикоагулянтом – нефракциони-

рованным гепарином – и антиагрегантом – ило-

простом [15, 16]. Данная форма поверхностного 
модифицирования подвержена постепенному рас-

творению в условиях кровотока и пролонгирован-

ному высвобождению лекарств.  
Необходимо учитывать, что модифицирование 

полимерных конструкций способно изменить его 
структурные и другие качественные характеристи-

ки, поэтому необходимо контролировать качество 
материла на каждом этапе изготовления. В данной 
статье приведены характеристики создаваемого со-

судистого протеза малого диаметра относительно 
этапов изготовления с акцентом на оценке функци-

ональной активности атромбогенного лекарствен-

ного покрытия.
Цель исследования – оценить структурные и 

физико-механические характеристики тканеинже-

нерного сосудистого протеза и функциональную 
активность его лекарственного покрытия.   

Материалы и методы
Изготовление протезов сосудов PCL/PU/

GFmix/Ilo/Hep в три этапа
На I этапе протезы изготавливали методом 

эмульсионного электроспиннинга из полимерно-

го раствора 8% PCL (Sigma-Aldrich, США) + 5% 
PU (Lubrizol Advanced Materials, США) + 1% Plu 
(Sigma-Aldrich, США) в хлороформе (АО «Век-

тон», Россия) c одномоментным введением ком-

плекса ростовых факторов (GFmix: VEGF, bFGF и 
SDF-1α). Параметры электроспиннинга: напряже-

ние – 22 кВ, скорость вращения коллектора – 200 
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температуре. Угол контакта был рассчитан из пяти 
изображений в программа ImageJ (NIH Image, 
США) для каждого типа полимерного материала. 

Физико-механические испытания
Испытания по установлению физико-механи-

ческих свойств материала в продольном и попе-

речном направлении проведены на универсальной 
испытательной машине серии Z (Zwick/Roell, Гер-

мания) с использованием датчика с номинальной 
силой 50 Н с пределом допустимой погрешности ± 
1%, скорость. перемещения траверсы при испыта-

нии 50 мм/мин. Предел прочности материала оце-

нивали как максимальное напряжение при растя-

жении (МПа) до начала разрушения. Поскольку 
исследуемые биологические образцы и протезы 
имели существенное различие по толщине и, как 
следствие, площади поперечного сечения, в каче-

стве альтернативного критерия прочности исполь-

зовали абсолютное значение максимальной силы, 
приложенной к образцу до начала разрушения 
(Fmax, Н). Упруго-деформативные свойства мате-

риала оценивали по относительному удлинению 
до начала разрушения образца (%) и модулю Юнга 
(МПа), который определяли в диапазонах физио-

логического давления (80–120 мм рт. ст.). Оценку 
механических свойств протезов проводили в срав-

нении с внутренней грудной артерией человека (a. 
mammaria). Дистальные сегменты a. mammaria че-

ловека забирали при проведении аортокоронарно-

го шунтирования пациентам, подписавшим форму 
информированного согласия на взятие материала. 
Образцы a. mammaria помещали в физиологиче-

ский раствор и сразу проводили физико-механиче-

ские испытания. 

Оценка функциональной активности лекар-
ственного покрытия 

Функциональную активность лекарственного 
покрытия оценивали по показателям максималь-

ной агрегации тромбоцитов при контакте с проте-

зами (0,5 см2) после контакта донорской плазмой с 
в соответствии с ISO 10993.4. К свежей донорской 
крови добавляли 3,8% раствор цитрата натрия (в 
соотношении 9:1) и затем центрифугировали при 
1000 об./мин в течение 10 мин. Полученную обо-

гащенную тромбоцитами плазму (ОТП/PRP) ис-

пользовали в качестве положительного контроля 
реакции агрегации тромбоцитов. Для калибровки 
прибора применяли бедную тромбоцитами плазму, 
которую получали в результате повторного центри-

фугирования ОТП при 4000 об./мин в течение 20 
мин. Исследуемые образцы матриксов помещали в 
кюветы с ОТП на 3 мин, затем добавляли индуктор 
агрегации тромбоцитов АДФ «АГРЕНАМ» (НПО 
«РЕНАМ»,Россия) в концентрации 20 мкМ/л. 
Агрегацию тромбоцитов оценивали с помощью 

полуавтоматического 4-канального анализатора 
АРАСТ 4004 (LABiTec, Германия). Спустя 5 мин 
регистрировали максимальный процент агрегации 
тромбоцитов (%). 

Продолжительность и динамику функциональ-

ной активности лекарственного покрытия PCL/PU/
GFmix/Ilo/Hep-протезов оценивали по максимуму 
агрегации тромбоцитов после контакта с поверх-

ностью матриксов (0,25 × 0,25 см2) спустя 24 ч и 
3, 5, 11 сут инкубации в 50 мл физиологического 
раствора при 37 °С в статичных условиях и при по-

мешивании на скорости 300 об./мин в шейкер-ин-

кубаторе Incubator 1000 (Heidolph, Германия). 

Статистический анализ
Статистическую обработку результатов вы-

полняли в программе GraphPad Prism 8 (GraphPad 
Software, США). Характер распределения данных в 
выборках оценивали по критериям Колмогорова – 
Смирнова и Шапиро – Уилка. Количественные дан-

ные представлены в виде медианы и квартильного 
размаха (Me (Q1; Q3)) или среднего и стандартно-

го отклонения (M ± SD). Статистически значимые 
различия между двумя независимыми группами 
оценивали критерием Манна – Уитни, при множе-

ственном сравнении – ANOVA или критерием Кра-

скела – Уоллиса с коррекцией результатов с учетом 
множественности сравнения методом FDR. Стати-

стически значимыми принимали различия при p < 
0,05 во всех тестах.

Результаты
Изготовленный методом эмульсионного элек-

троспиннинга сосудистый протез на основе PCL/
PU представлял собой упругую, гибкую, плотную 
трубку, стабильно поддерживавшую округлый 
просвет. После продольного разреза легко при-

нимал вид расправленного гладкого листа, удер-

живавшего свою форму без слипания краевых зон 
(рис. 1). Средняя толщина данного изделия соста-

вила 600 мкм. 
Посредствам сканирующей электронной микро-

Рисунок. 1. Макрофото полимерного протеза кровеносного 
сосуда: A – трубчатый вид; B – поперечный разрез; C – пло-
ский лист
Figure 1. Macrophoto of a polymer vascular prosthesis: A – 
tubular prosthesis; B – transverse section; C – flat sheet
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скопии установлено, что методика формирования 
PVP-покрытия с дальнейшим наполнением лекар-

ственными препаратами не привела к изменению 
архитектоники поверхности полимерного матрик-

са. Внутренняя поверхность изделия полностью 
сопоставима на каждом этапе изготовления и пред-

ставлена сетью хаотично направленных микро- и 
нановолокон со взаимопроникающими порами 
(рис. 2). В структуре конечного изделия PCL/PU/
GFmix/Ilo/Hep не выявлено потрескивания или рас-

плавления волокон, запаянных пор и других дефор-

мативных изменений материала.
Краевой угол смачивания был статистически 

значимо выше на PVP-поверхностях в сравнении 
необработанным PCL/PU/GFmix-матриксом (p = 
0,008 для PCL/PU/GFmix/PVP; p = 0,002 для PCL/PU/
GFmix/Ilo/Hep). Стоит отметить, что методика связы-

вания препаратов с PVP не повлияла на физические 
свойства полимерного матрикса: поверхность изде-

лия сохранила гидрофильность (см. рис. 2).
Анализ механических свойств конечного вари-

анта протеза сосуда PCL/PU/GFmix/Ilo/Hep показал 
ожидаемую разницу по всем показателям в сравне-

нии с нативной артерией (a. mammaria). Материал 
протеза был в несколько раз прочнее и эластичнее 
внутренней грудной артерии как в продольном, так 
и поперечном направлениях. Жесткость протезов 
достигла 6,04 (5,39; 7,94) МПа (таблица).

Успешность поверхностного модифицирования 
полимерных сосудистых протезов лекарственными 

препаратами подтверждена крайне низкими зна-

чениями максимума агрегации тромбоцитов при 
контакте ОТП с поверхностью протезов PCL/PU/
GFmix/Ilo/Hep – 8,5 (7,2; 12,2) %, что в 10 раз ниже (p 
= 0,002), чем в группе безлекарственных PCL/PU/
GFmiх-матриксов (рис. 3). 

Сохранность функциональной активности ило-

проста и гепарина в составе гидрогелевого по-

крытия на поверхности сосудистого протеза оце-

нена посредством установления максимального 
процента агрегации тромбоцитов после контакта 
ОТП с матриксами в зависимости от условий их 
инкубации в физиологическом растворе. В статич-

ных условиях инкубации лекарственное покрытие 
подверглось низкому растворению, несмотря на 
временные точки эксперимента: максимум агрега-

ции тромбоцитов не превысил 10,8 (9,5; 13,6) % 
спустя 11 сут эксперимента и был сопоставим с 
результатами контакта ОТП с матриксом без ин-

кубации. Перемешивание на шейкере ускорило 
растворение PVP-слоя и высвобождение лекарств. 
Примечательно, что рост максимума агрегации 
тромбоцитов имел волнообразную динамику от-

носительно времени инкубации. Предположи-

Рисунок 2. Сканирующая электронная микроскопия и кра-
евой угол смачиваемости матриксов

Figure 2. Scanning electron microscopy and contact angle 
measurements of the matrices

Примечание: * p < 0,05 в сравнении с PCL/PU/GFmix-
поверхностью; линейка = 50 мкм. 

Note: * p < 0.05 in comparison with the PCL/PU/GFmix 
surface. Scale bar = 50 microns.

Механические свойства протезов PCL/PU/GFmix/Ilo/Hep

Mechanical properties of PCL/PU/GFmix/Ilo/Hep prostheses

Образец / Sample
Относительное 

удлинение / Relative 
elongation, %

F max, N Напряжение, МПа / 
Tensile Strength, MPa

Модуль Юнга, 
МПа / Young’s 
modulus, MPa

Продольное направление / Longitudinal direction, Me (Q1; Q3)
a. mammaria 18,34 (16,62; 51,90) 0,68 (0,39; 6,91) 0,30 (0,17; 3,07) 0,89 (0,81; 0,96) 

PCL/PU/GFmix/Ilo/Hep 134,40* (130,40; 137,80) 41,88* (40,45; 43,60) 4,08* (3,76; 4,36) 6,04* (5,39; 7,94)

Поперечное направление / Transverse direction, Me (Q1; Q3)

a. mammaria 84,26 (36,68; 128,00) 2,45 (0,26; 6,19) 1,19 (0,12; 3,54) 0,34 (0,26; 0,36)

PCL/PU/GFmix/Ilo/Hep 228,9* (222,6; 254,8) 12,69* (10,26; 14,68) 1,38 (1,13; 1,48) 1,11* (0,97; 1,17)

Примечание: * p < 0,05 в сравнении с a. mammaria.
Note: * – p < 0.05 in comparison with Аrtery mammaria.

Рисунок 3. Максимум агрегации тромбоцитов при контак-
те ОТП с модифицированными и немодифицированными 
матриксами

Figure 3. Maximum platelet aggregation upon contact of PRP 
and modified and unmodified 

Примечание: * p < 0,05 в сравнении с ОТП и PCL/PU/
GFmiх. 

Note: * – p<0.05 in comparison with PRP and PCL/PU/GFmiх.
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тельно, данный эффект можно объяснить проник-

новением PVP в глубь пористой стенки протеза и 
аккумуляцией препаратов не только на поверхно-

сти изделия, с которой он высвободился быстрее, 
но и в толще стенки протеза. Это способствовало 
сохранению и поддержанию достаточного коли-

чества связанных с PVP препаратов и снижению 
агрегации тромбоцитов при контакте ОТП с ма-

триксами после 5 сут инкубации в физиологиче-

ском растворе (рис. 4).

Обсуждение
Сформирован устойчивый рост спроса на сосу-

дистые протезы малого диаметра с улучшенными 
биосовместимыми свойствами и долгосрочной 
эффективностью. Одним из важных акцентов при 
создании данных изделий является достижение 
оптимальных показателей гемосовместимости, 
физико-механических свойств и гармоничного 
ремоделирования стенки протеза после имплан-

тации в сосудистое русло. Интеграция такого 
протеза с сосудистым руслом не должна влиять 
на систему гемостаза, реактивную в отношении 
тромбообразования в условиях низкой скорости 
кровотока: агрегацию и активацию тромбоцитов, 
лизис эритроцитов и прочее [17, 18]. Поэтому 
активно появляются и тестируются эксперимен-

тальные прототипы протезов сосудов малого диа-

метра с атромбогенным лекарственным наполне-

нием [19–21].  
Нами был разработан тканеинженерный протез 

кровеносного сосуда на основе поликапролактона 
и полиуретана с комплексом проангиогенных фак-

торов и лекарственным покрытием, содержащим 
в своем составе антиагрегант и антикоагулянт. 
Сосудистые протезы малого диаметра классифи-

цируются как медицинские изделия с высокой 
степенью риска, относясь к третьему классу, так 
как предназначены для коррекции системы крово-

обращения и находятся в прямом контакте с ча-

стями этой системы и органами, ею кровоснабжа-

емыми. Поэтому к данному виду изделий предъ-

являются самые высокие требования – как в от-

ношении биосовместимости, так и долгосрочной 
эффективности.

По итогам исследования структурных и физи-

ко-механических характеристик модифицирован-

ного PCL/PU/GFmix/Ilo/Hep-протеза установлено, 
что он обладал пористой поверхностью, высокими 
прочностными и упруго-деформативными характе-

ристиками. Методика модифицирования с целью 
формирования лекарственного PVP-слоя, включив-

шая ионизирующее облучение и инкубацию про-

тезов в киcлой среде, существенно не повлияла на 
характеристики конечного изделия. 

Доказаны пролонгированность высвобождения 
и сохранение активности лекарственных препа-

ратов, включенных в состав лекарственного по-

крытия протеза PCL/PU/GFmix/Ilo/Hep. Максимум 
агрегации тромбоцитов после контакта крови с 
поверхностью PCL/PU/GFmix/Ilo/Hep был в 10 раз 
ниже аналогичного показателя после контакта с 
протезами PCL/PU/GFmix, не имевшими лекар-

ственного покрытия.  

Заключение
Формирование атромбогенного лекарственно-

го покрытия на поверхности сосудистого проте-

за PCL/PU/GFmix/Ilo/Hep не привело к изменению 
структурных характеристик и ухудшению физи-

ко-механических свойств, но значимо улучшило 
гемосовместимость в отношении ингибирования 
агрегации тромбоцитов.  

Конфликт интересов
Е.А. Сенокосова заявляет об отсутствии кон-

фликта интересов. Е.О. Кривкина заявляет об от-

сутствии конфликта интересов. Т.Н. Акентьева
заявляет об отсутствии конфликта интересов. 
Т.В. Глушкова заявляет об отсутствии конфликта 
интересов. В.А. Кошелев заявляет об отсутствии 
конфликта интересов. М.Ю. Ханова заявляет об от-

сутствии конфликта интересов. Л.В. Антонова за-

являет об отсутствии конфликта интересов. 

Финансирование
Исследование выполнено при финансовой под-

держке Министерства науки и высшего образова-

ния Российской Федерации в рамках соглашения 
о предоставлении из федерального бюджета гран-

тов в форме субсидий в соответствии с пунктом 4 
статьи 78.1 Бюджетного кодекса Российской Феде-

рации № 075-15-2022-1202 от 30 сентября 2022 г., 
заключенного в целях реализации Распоряжения 
Правительства Российской Федерации от 11 мая 
2022 г. № 1144-р.

Рисунок 4. Динамика агрегации тромбоцитов после кон-
такта с матриксами 

Figure 4. Dynamics of platelet aggregation after contact with 
matrices

Примечание: * p < 0,05 в сравнении с ОТП.

Note: * p < 0.05 in comparison with PRP.
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Основные положения
• В обзоре рассмотрены вопросы, связанные с диагностической ценностью определения уров-

ня внеклеточных везикул, а также переносимого ими груза нуклеиновых кислот и белков, у паци-
ентов с различными заболеваниями и патологическими состояниями. Оценены представленные 
в литературе данные о диагностической значимости отдельных видов микроРНК при злокаче-
ственных новообразованиях. 

ДИАГНОСТИЧЕСКАЯ ЗНАЧИМОСТЬ ОПРЕДЕЛЕНИЯ ОТДЕЛЬНЫХ 
СУБПОПУЛЯЦИЙ ВНЕКЛЕТОЧНЫХ ВЕЗИКУЛ В КЛИНИЧЕСКОЙ ПРАКТИКЕ

Резюме

Накопление большого массива информации о биологической природе вне-
клеточных везикул, а также их участии во многих биологических и патоло-
гических процессах в организме предопределяет необходимость трансляции 
полученных знаний в практическую медицину. Очевидно, что на данном 
этапе наиболее перспективной представляется разработка диагностических 
и прогностических алгоритмов, основанных на исследовании уровня це-
левых внеклеточных везикул у пациентов при различных патологических 
состояниях. В данном обзоре предпринята попытка систематизации имею-
щихся данных об опыте и/или перспективах использования отдельных клас-
сов внеклеточных везикул в диагностике ряда наиболее распространенных 
заболеваний и патологических состояний (ишемические и реперфузионные 
повреждения тканей и органов, инфекционные и неинфекционные воспали-
тельные заболевания, злокачественные опухоли). Отдельно рассмотрены по-
тенциально применимые с диагностической целью внеклеточные везикулы 
– их белковый состав, а также репертуар переносимых нуклеиновых кислот 
(в первую очередь микроРНК).
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Highlights
• The review is dedicated to analysis of available data on diagnostic significance of extracellular 

vesicles and their nucleic acids and proteins cargo. The analysis is focused on clinical application of 
testing systems in various pathological conditions and illnesses. In particular, diagnostic value of miRNA 
levels in different types of cancer are also presented.
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Abstract

The increased number of performed studies investigating biological nature 
of extracellular vesicles, as well as their participation in many biological and 
pathological processes, determines the need to translate the acquired knowledge 
into practical medicine. The development of diagnostic and prognostic algorithms 
based on the study of the level of target extracellular vesicles in patients with various 
pathological conditions is the most promising way of translation of this knowledge. 
This review attempts to systematize the available data on the experience and/or 
prospects for the use of certain classes of extracellular vesicles in the diagnosis of 
the most common diseases and pathological conditions (ischemic and reperfusion 
injuries of tissues and organs, infectious and non-infectious inflammatory diseases, 
malignant tumors, etc.). Potentially applicable extracellular vesicles for diagnostic 
purposes are considered separately in terms of their protein composition, as well 
as in terms of the repertoire of transferred nucleic acids (primarily miRNAs).

Keywords Extracellular vesicles • miRNA • Diagnostics
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Введение
В настоящее время накоплен достаточно боль-

шой массив данных об участии внеклеточных вези-

кул (ВВ) в регуляции физиологических и патологи-

ческих процессов в организме [1, 2]. Дальнейшим 
этапом должна стать трансляция этих знаний в кли-

ническую медицину. Все больше и больше публи-

куется результатов исследований по возможному 
терапевтическому применению ВВ [3], но вместе 
с тем становится очевидным, что количественная 
оценка продуцируемых клетками объектов наноме-

тровых размеров может иметь диагностическую и 
прогностическую значимость при целом ряде забо-

леваний и патологических состояний [4, 5]. 
Говоря о внеклеточных везикулах, традиционно 

выделяют апоптотические тельца, микровезикулы 
(или эктосомы) и экзосомы [6]. При этом апоптоти-

ческие тельца являются наиболее крупными, их ди-

аметр может варьировать от 200 нм до 5 мкм, а об-

разуются они от плазматических мембран клеток, 
находящихся в процессе программируемой клеточ-

ной гибели. Микровезикулы образуются путем от-

почкования от мембран живых клеток и имеют раз-

меры от 100 до 800 нм в диаметре. Экзосомы обра-

зуются внутриклеточно внутри мультивезикуляр-

ных тел путем инвагинации их мембраны и имеют 
диаметр от 30 до 150 нм [7]. Данная классификация 
является традиционной, но тем не менее открыта 
для модифицирования, поскольку появляются но-

вые категории ВВ различного клеточного или даже 
неизвестного происхождения с новыми функция-

ми. Например, экзоферы [8], ВВ, образовавшиеся в 
результате аутофагии [9], митохондриальные вези-

кулы (митовезикулы) [10], миграсомы [11]. Вместе 

с тем очевидно, что по мере расширения знаний о 
природе, функциональной активности и биогенезе 
внеклеточных везикул, будут внесены изменения в 
имеющиеся классификации.

Гетерогенность ВВ в настоящее время уже не 
вызывает сомнений [12]. Пул продуцируемых объ-

ектов зависит от продуцирующих их клеток, их 
метаболической активности, функционального со-

стояния и т. д. При этом диагностически значимым 
может быть не общее количество циркулирующих 
везикул, а определенной популяции, например не-

сущих определенный груз нуклеиновых кислот или 
экспрессирующих определенный маркер. Важную 
патогенетическую и диагностическую роль при 
этом будут играть клеточное происхождение ВВ 
(опухолевые клетки, клетки микроокружения, им-

мунокомпетентные, эндотелиальные и т. д.), их со-

став (уровень конкретных белков, липопротеинов, 
ферментов), репертуар нуклеиновых кислот (ми-

кроРНК, длинные некодирующие РНК и т. д.) [1]. 
Методы получения, исследования и анализа со-

става ВВ в научных исследованиях подробно опи-

саны в рекомендациях международного общества 
исследования внеклеточных везикул [13]. Важно 
отметить, что на ряду с достаточно сложными, 
трудоемкими и не стандартизированными метода-

ми выделения внеклеточных везикул в настоящее 
время представлено много утилитарных методик, 
позволяющих осуществлять выделение объектов в 
клинической лаборатории, а значит, транслировать 
исследования в практическую медицину [14–16].

В настоящем обзоре рассматриваются результа-

ты исследований, включающих описание диагно-

стической значимости определения уровня субпо-

Список сокращений
ВВ – внеклеточные везикулы
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пуляций внеклеточных везикул различного состава 
при ряде патологических состояний и заболеваний.

Заболевания, демонстрирующие диагности-
ческий потенциал определения ВВ

Концепция жидкостной биопсии с определени-

ем уровня циркулирующих специфических марке-

ров демонстрирует хорошие перспективы примене-

ния в диагностике опухолей, сердечно-сосудистых 
заболеваний, патологии беременности, реакций 
отторжения трансплантата [17, 18]. Так, в диагно-

стике рака и его прогрессирования рассматривают 
исследование уровня циркулирующих опухолевых 
клеток, свободно циркулирующей ДНК, а также 
внеклеточных везикул. Последние могут отражать 
текущее состояние, связанное с основным заболе-

ванием, поскольку ВВ могут переносить груз из 
таргетных клеток, в частности белки, микроРНК, 
мРНК, длинные не кодирующие РНК, липиды. Та-

ким образом, оценка содержимого внеклеточных 
везикул позволяет составить представление о мо-

лекулярном статусе заболевания, а точнее опухоле-

вых клеток. Среди компонентов ВВ наибольшую 
значимость в качестве опухолевых маркеров в ди-

агностике и мониторинге прогрессирования могут 
иметь белки, ассоциированные с ВВ и РНК [19].

Несмотря на большое количество хорошо заре-

комендовавших себя маркеров сердечно-сосуди-

стых заболеваний (холестерин, липопротеиды низ-

кой плотности, С-реактивный протеин, тропонин 
и т. д.), сохраняется потребность в идентификации 
новых факторов, обладающих предсказательной 
силой в отношении того, где и когда начнется па-

тологический процесс и как он будет развиваться 
[17]. Предполагается, что определение уровня цир-

кулирующих ВВ может оказаться маркером риска 
развития сосудистых событий, а также их диагно-

стическим критерием [20].
При оценке диагностического потенциала ВВ при 

патологии беременности принимают во внимание 
факт изменения биогенеза и секреции микрочастиц 
клетками плаценты, регулируемый такими факторами 
микроокружения, как уровень глюкозы и напряжение 
кислорода [21]. Таким образом, исследование уровня 
экзосом может оказаться эффективным при прена-

тальном скрининге, а также диагностике таких пато-

логических состояний при беременности, как артери-

альная гипертензия и гипергликемия, преэклампсия. 
Интересно, что в качестве биологического материала 
могут выступать материнская периферическая кровь, 
а также моча и амниотическая жидкость [17].

В патогенезе реакций отторжения трансплан-

тата внеклеточные везикулы могут выступать 
в качестве переносчиков молекул MHC (main 
histocompatibility complex) от клеток донорского 
органа к антигенпрезентирующим клеткам реци-

пиента, что приводит к запуску иммунных реакций 

[22, 23]. Аналогичным образом может проходить 
активация Т-клеток [24, 25]. Вместе с тем ВВ могут 
быть и фактором развития толерантности к имплан-

тированному органу [26, 27]. Таким образом, пред-

полагается, что количественная оценка уровня до-

нор-специфических экзосом может оказаться мар-

кером острой или хронической реакции отторжения 
трансплантированных солидных органов [17, 28]. 

Белки, ассоциированные с внеклеточными 
везикулами

В настоящее время определение мембранных бел-

ков в структуре ВВ является утилитарным методом 
исследования, позволяющим изучить уровень бел-

ков без предварительного направленного выделения 
ВВ. Безусловно, такой подход заметно упрощает его 
применение в практическом здравоохранении. Од-

ним из примеров может являться использование на-

боров ExoTEST для количественной и качественной 
оценки экзосом методом иммуноферментного ана-

лиза. Для детекции ВВ использовали общие неспец-

ифичные белки (CD63 или Rab-5b) и опухоль-ассо-

циированный caveolin-1. Показано, что уровень эк-

зосом, экспрессирующих CD63 или caveolin-1, был 
достоверно более высоким у пациентов с меланомой 
по сравнению с таковым у здоровых доноров. При 
этом уровень caveolin-1-положительных везикул у 
пациентов был достоверно выше, чем CD63+-объ-

ектов. В целом, это указывает на перспективность 
данного метода в диагностике и мониторинге опу-

холевых заболеваний, даже несмотря на то что его 
применение может потребовать фракционирования 
ВВ посредством ультрацентрифугирования [29]. 

Методом с повышенной чувствительностью и, 
как следствие, не нуждающимся во фракциониро-

вании везикул, можно считать EV Array. Антитела 
к целевым молекулам, например к тетраспанинам – 
обязательным атрибутам мембранных частиц (CD63, 
CD81, CD9), фиксируют на стекле микрочипа, что 
позволяет в дальнейшем захватывать целевые ча-

стицы, несущие в своей структуре соответствующие 
белки, и детектировать их количественно [30]. 

Плацентарная щелочная фосфатаза является от-

личительным маркером плацентарных ВВ [31], и 
их уровень может являться диагностически значи-

мым в диагностике преэклампсии [32].
Многие белки, входящие в состав ВВ, могут 

оказаться информативными в диагностике заболе-

ваний. Например, в одном из исследований было 
идентифицировано 910 белков в составе микрове-

зикул, выделенных из слюны здоровых доноров и 
пациентов с раком легкого. При этом 625 белков 
были выявлены только в материале от пациентов 
с раком. Из этого количества 243 были расценены 
как кандидатные, а 284 – как уникальные, специ-

фичные в отношении рака легкого [33].
Обследование пациентов с глиобластомой показало 
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повышенное количество внеклеточных везикул плаз-
мы крови, несущих глиобластома-специфичные белки 
– рецептор эпидермального ростового фактора (EGFR) 
и EGFR тип III, по сравнению с таковым у здоровых 
доноров. Причем в этом же исследовании авторы вы-

сказывают предположение, что уровень ВВ при гли-

областоме указывает на амплификацию или мутацию 
генов и может выступать в качестве предиктора ответа 
на проводимую противоопухолевую терапию [34]. 

Исследование в асцитической жидкости уровня 
ВВ, несущих CD24 и EpCAM, позволило диффе-

ренцировать пациентов с раком яичников с точно-

стью 97% [35]. Повышенное количество сыворо-

точных CD9+CD147+ дубль-позитивных везикул 
позволило отличить пациентов с колоректальным 
раком от здоровых доноров [36].   

В качестве маркера опухолевой прогрессии, в 
частности при меланоме, и эффективности новых 
методов терапии рака рассматривается использова-

ние результатов исследования уровня внеклеточных 
везикул, позитивных по PDL1 (programmed death 
ligand 1) [37, 38]. Внеклеточные везикулы, несущие 
PDL1, связываются с рецептором PD-1 на поверх-

ности эффекторных Т-клеток, приводя тем самым 
к угнетению противоопухолевой активности CD8+ 

цитотоксических Т-клеток и истощению Т-клеток, 
что способствует прогрессированию меланомы [38]. 
Аналогично повышенные уровни ВВ, экспрессирую-

щих PDL1, выявлены у пациентов с плоскоклеточным 
раком кожи, что также коррелировало с прогрессиро-

ванием заболевания [39]. Оценка изменения уровня 
PDL1+ ВВ у пациентов на фоне проводимой терапии 
анти-PD-1 может служить как для объективного раз-

деления пациентов на отвечающих и не отвечающих 
на лечение, так и быть индикатором участия и актив-

ности адаптивного иммунитета [38].

Говоря о звеньях иммунитета, вовлеченных в 
противоопухолевую активность и регулируемых 
внеклеточными везикулами, продуцируемыми 
клетками опухоли и опухолевого микроокружения, 
следует не забывать о врожденном иммунитете. 
Плазматические ВВ у пациентов с раком поджелу-

дочной железы ингибируют комплимент-зависи-

мый лизис [40], а у пациентов с В-клеточной лим-

фомой связывают комплемент, в результате чего 
опухолевые клетки избегают комплемент-зависи-

мого цитолиза in vitro [41].
При некоторых видах опухолей продуцируемые 

ими внеклеточные везикулы могут иметь специфич-

ную «белковую подпись». В частности, при мелано-

ме отмечено повышенное количество ВВ, богатых 
меланома-специфическим белком, связанным с ти-

розиназой 2 (melanoma-specific protein tyrosinase-
related protein 2, TYRP2), CD29 (very late antigen 4, 
VLA4), белком теплового шока 70 (heat shock protein 
70, HSP70) и онкопротеином MET [42].

Клетки рака поджелудочной железы продуцируют 
ВВ, содержащие фактор, ингибирующий миграцию 
макрофагов (macrophage migration inhibitory factor, 
MIF), что может ассоциироваться с формированием 
метастазов [43]. В качестве маркера диагностики и 
прогноза рака поджелудочной железы также может 
быть использовано исследование уровня циркулирую-

щих ВВ, несущих глипикан 1 (glypican 1, GPC1) [44]. 
Предполагается, что BPIFA1, Mucin 5B и IQGAP1 

(Ras-GTPase-активирующий белок) в составе вне-

клеточных везикул могут оказаться полезными в 
качестве неинвазивных маркеров рака легкого [4, 
33]. Кроме того, SPARC-like protein 1 (SPARCL1), 
IQGAP1, BPIFA1 и корнулин также рассматриваются 
в качестве кандидатных белков в диагностике многих 
видов рака, особенно рака легкого [4, 45] (табл. 1). 

Таблица 1. Белки, входящие в состав внеклеточных везикул, имеющих диагностическую значимость при злокачественных 
новообразованиях
Table 1. Proteins included in extracellular vesicles that have diagnostic potential in malignant neoplasms

Белок, транспортируемый 
ВВ / Proteins included in EV

Источник ВВ / EV 
localization Вид опухоли / Cancer type Литературный 

источник / References
CD63, caveolin-1 Сыворотка / Serum Меланома / Melanoma [29] 
EGFR, EGFR III Плазма / Plasma Глиобластома / Glioblastoma [34]

CD24, EpCAM Асцитическая жидкость / 
Ascitic fluid Рак яичников / Ovarian cancer [35]

CD9+CD147+ Сыворотка/ Serum Колоректальный рак / Colorectal 
cancer

[36]

PDL1 Сыворотка / Serum Меланома/ Melanoma [37], [38] 
TYPR2, VLA4, HSP70, MET Сыворотка / Serum Меланома/ Melanoma [42] 

MIF Сыворотка / Serum Рак поджелудочной железы / 
Pancreas cancer [43]

Glypican1 (GPC1) Сыворотка / Serum Рак поджелудочной железы / 
Pancreas cancer [44]

Glypican1 (GPC1) Сыворотка / Serum Колоректальный рак / Colorectal 
cancer

[46]

BPIFA1, Mucin 5B, IQGAP1 Сыворотка / Serum Рак легкого / Lung cancer [33]

Примечание: ВВ – внеклеточные везикулы. 
Note: EV – extracellular vesicles. 
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Диагностическая значимость внеклеточных 
везикул при COVID-19

Безусловно, в условиях пандемии новой коро-

навирусной инфекции большое внимание уделя-

ется изучению не только участия ВВ в патогенезе 
заболевания, но также в диагностике и прогнози-

ровании течения и исходов. Так, отмечено, что у па-

циентов с тяжелой формой COVID-19 в сыворотке 
содержалось повышенное количество CD13+ ВВ и 
CD82+ ВВ. В то же время в сыворотке лиц с более 
легким течением было больше HLA-ABC+ ВВ, чем 
у здоровых доноров, и больше CD24+ ВВ, чем у па-

циентов с тяжелым течением COVID-19 [47]. 
При использовании быстрого метода высоко-

чувствительной проточной цитометрии установле-

но, что у пациентов с инфекцией, вызванной SARS-
CoV-2, в сыворотке был повышенный уровень ве-

зикул тромбоцитарного происхождения по сравне-

нию со здоровыми донорами и с ПЦР-негативными 
больными [48]. В исследовании нашей группы та-

кой закономерности относительно везикул тром-

боцитарного происхождения не отмечено. Однако 
уровень CD235a+ и CD14+ ВВ был достоверно по-

вышен у пациентов с инфекцией средней тяжести, 
а уровень CD8+ и CD19+ ВВ снижен по сравнению 
со здоровыми донорами. Пациенты с тяжелой фор-

мой инфекции имели пониженные уровни CD4+, 
CD19+ и CD146+ ВВ по сравнению с донорами. 
Кроме того, показано, что в процессе лечения сни-

жался уровень CD63+ ВВ и CD147+ ВВ, что может 
быть использовано в качестве одного из критериев 
эффективности проводимой терапии [49]. 

В другом исследовании продемонстрировано, 
что острый респираторный дистресс-синдром при 
COVID-19 запускает высвобождение ВВ, несущих 
тканевой фактор – основной активатор коагуля-

ционного каскада. Уровень активности тканевого 
фактора в везикулах у пациентов был достоверно 
выше, чем у здоровых доноров. Кроме того, актив-

ность везикул ассоциировалась с тяжестью заболе-

вания и летальностью [50]. 
На высокую диагностическую и прогностиче-

скую значимость уровня тромбоцитарных везикул 
указывали многие исследователи [49, 51, 52]. Вме-

сте с тем метод детекции, а также алгоритмы при-

менения и интерпретации полученных результатов 
еще требуют уточнения.

МикроРНК внеклеточных везикул, ассоцииро-
ванные со злокачественными новообразованиями

МикроРНК являются малыми некодирующими 
РНК, состоящими из 20–25 нуклеотидов, контро-

лирующими на посттранскрипционном этапе экс-

прессию белок-кодирующих генов. Спектр транс-

портируемых везикулами микроРНК в значитель-

ной степени зависит от вида клеток-продуцентов 
и их активности [12]. Есть достаточное количество 

указаний на то, что целый ряд микроРНК, ассоци-

ированных с ВВ, может выступать в качестве био-

маркеров при опухолевой патологии [19]. 
В частности, уровень let-7a, miR-1229, miR-1246, 

miR-150, miR-21, miR-223 и miR-23a был достовер-

но повышен у пациентов с колоректальным раком и 
снижался после хирургического удаления опухоли, 
что подчеркивает именно опухолевое происхожде-

ние указанных микроРНК [53]. В другом исследова-

нии показано, что уровень экспрессии экзосомной 
miR-19a в сыворотке пациентов с колоректальным 
раком достоверно повышен по сравнению с тако-

вым у здоровых доноров. При этом более высокий 
уровень ассоциировался с худшим прогнозом, чем 
низкий (p < 0,001). Кроме того, уровень экзосомной 
miR-17-92a в сыворотке коррелировал с рецидивом 
рака [54] (табл. 2). 

Повышенный сывороточный уровень экзосом-

ных miR-1290 и miR-375 был ассоциирован с худ-

шей выживаемостью пациентов с резистентным 
раком простаты [55].  

Плазма пациентов с раком молочной железы со-

держит ВВ, богатые miR-21 и miR-1246, что может 
быть использовано для диагностики и мониторин-

га эффективности лечения [56]. Вместе с тем при 
мониторинге нейрогенных опухолей отмечено, что 
уровень miR-21 в экзосомах сыворотки крови здо-

ровых доноров был ниже, чем у пациентов с глиоб-

ластомой [57]. 
Уровни let-7f, miR-20b и miR-30e-3p были ниже в 

плазматических везикулах у пациентов с немелко-

клеточной карциномой легкого в сравнении с кон-

тролями [58]. 
Повышенный уровень восьми микроРНК из сы-

вороточных внеклеточных везикул продемонстри-

ровал свою диагностическую значимость при раке 
яичников по сравнению с доброкачественными 
опухолями (miR-21, miR-141, miR-200a, miR-200b, 
miR-200c, miR-203, miR-205, miR-214) [59]. Кроме 
того, в этой же работе отмечено другое интересное 
наблюдение: микроРНК-профиль везикул, выде-

ленных из клеток опухолей, не отличался от тако-

вого из экзосом, выделенных из периферической 
крови. Приведенные результаты указывают на то, 
что клетки-продуценты обладают механизмом со-

ртировки, который направляет специфические вну-

триклеточные микроРНК для проникновения в эк-

зосомы, а также на то, что по крайней мере при зло-

качественном опухолевом процессе внеклеточные 
везикулы периферической крови и переносимый 
ими репертуар микроРНК являются репрезентатив-

ными по отношению к опухоли и их исследование 
может играть важную диагностическую роль.

Вместе с тем обращает на себя внимание опре-

деленная неспецифичность детектируемых ми-

кроРНК в отношении различных по происхожде-

нию и морфологии опухолей. Так, в разных ис-
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следованиях указывается диагностическая значи-

мость miR-21 при раке молочной железы [56], раке 
яичников [59], глиобластоме [57], колоректальном 
раке [53]. Уровень микроРНК let-7f демонстрирует 
диагностическую значимость при колоректальном 
раке [60] и немелкоклеточном раке легкого [58]. 
При том, что miR-21 [67] и let-7f [68, 69] являет-

ся одной из самых часто встречаемых микроР-

НК в сыворотке и в плазме у здоровых доноров. 
МикроРНК miR-223 наиболее часто встречается в 
тромбоцитах и везикулах тромбоцитарного проис-

хождения [70]. Вместе с тем экспрессия miR-223 

может быть аномальной при раке молочной желе-

зы [61], раке желудка [62], раке легкого [63], раке 
яичников [64].

Другим интересным моментом может оказать-

ся вид используемого биологического материала. 
Диагностически значимыми могут быть и иные, 
кроме плазмы и сыворотки, биологические жид-

кости [5]. В частности, при исследовании осадка 
(везикулы) и надосадка (экзосомы) ультрацентри-

фугированной мочи пациентов с раком простаты 
установлено, что уровень miR-21 и miR-375 был 
повышен в обеих фракциях, в то время как miR-141 
– только в осадке. И наоборот, концентрации let-7c 
у пациентов и здоровых доноров отличались только 
во фракции экзосом (надосадок), но не во фракции 
везикул (осадок) [65]. 

Внеклеточные везикулы мочи, содержащие miR-

451a и miR-486-5p, могут быть потенциальными 
биомаркерами безрецидивной выживаемости па-

циентов с раком мочевого пузыря, стадия Т1. Вы-

вод был основан на том, что указанные микроРНК 
были достоверно повышены у пациентов до опера-

ции по удалению опухоли по сравнению с послео-

перационным уровнем [66].

МикроРНК внеклеточных везикул при ишемиче-

ских и реперфузионных повреждениях миокарда 

Закономерными являются поиски ранних вы-

сокоспецифичных маркеров повреждения миокар-

да при ишемии и реперфузии. Так, показано, что 
уровни ряда микроРНК (miR-1, miR-133a, miR-
133b, miR-208a, miR-208b, miR-499) повышаются в 
крови сразу после острого инфаркта миокарда. В 
ряде случаев высокая скорость их роста и специ-

фичность указывали на больший диагностический 
потенциал, чем уровень тропонинов [71–73]. Пер-

спективным в отношении диагностики ишемии ми-

окарда может стать определение уровня miR-210, 
экспрессируемой в клетках сердца и повышающей-

ся в условиях гипоксии [74].
Полученные результаты об увеличении общего 

количества экзосом и уровня кардиоспецифичных 
микроРНК (miR-1, miR-133a, miR-133b) в процессе 
аортокоронарного шунтирования, а также положи-

тельная корреляция уровня этих микроРНК с уров-

нем тропонина I указывают на их потенциальную 

Таблица 2. Диагностически значимые микроРНК в составе внеклеточных везикул при злокачественных новообразованиях
Table 2. MicroRNA included in extracellular vesicles that have diagnostic potential in malignant neoplasms

МикроРНК ВВ / MicroRNA from EV Источник ВВ / EV 
localization Вид опухоли / Cancer type Литературный 

источник / References
let-7a, miR-1229, miR-1246, miR-150, 
miR-21, miR-223, miR-23a Сыворотка / Serum Колоректальный рак / Colorectal 

cancer
[53]

miR-19a-3p, miR-17-92a Сыворотка / Serum Колоректальный рак / Colorectal 
cancer

[54]

miR-1290, miR-375 Сыворотка / Serum Рак простаты / Prostate cancer [55]

miR-21, miR-1246 Плазма / Plasma Рак молочной железы / Breast 
cancer

[56]

miR-21 Сыворотка/ Serum Глиобластома / Glioblastoma [57]

let-7f, miR-20b, miR-30e-3p Плазма / Plasma Немелкоклеточная карцинома 
легкого / Nonsmall cell lung cancer [58]

miR-21, miR-141, miR-200a, miR-200b, 
miR-200c, miR-203, miR-205, miR-214 Сыворотка / Serum Рак яичников / Ovarian cancer [59]

miR-19a-3p, miR-203-3p, miR-221-3p, 
let-7f-5p Сыворотка/ Serum Колоректальный рак / Colorectal 

cancer
[60]

miR-223 Плазма / Plasma Рак молочной железы / Breast 
cancer

[61]

miR-223 Плазма / Plasma Рак желудка / Gastric cancer [62]

miR-223 Плазма / Plasma Рак легкого / Lung cancer [63]

miR-223 Плазма / Plasma Рак яичников / Ovarian cancer [64]

miR-21, miR-375 Моча / Urine Рак простаты / Prostate cancer [65]

miR-451a, miR-486-5p Моча / Urine Рак мочевого пузыря T1 / Bladder 
cancer T1

[66] 

Примечание: ВВ – внеклеточные везикулы. 
Note: EV – extracellular vesicles. 
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значимую роль в качестве биомаркера миокарди-

ального повреждения [71]. 
Не обнаруживаемая у здоровых доноров hsa-

miRNA-208a у пациентов с острым инфарктом ми-

окарда отчетливо детектируется в плазме крови 
через 4 ч после дебюта болей за грудиной. Такой 
показатель оказывается заметно более ранним, чем 
классические маркеры повреждения, такие как тро-

понин и креатинкиназа MB [75].
Интересно, что оценка уровня микроРНК мо-

жет быть использована не только в диагностике 
острых событий, но и с прогностической целью. 
Повышенный уровень циркулирующей miR-133a 

у пациентов с семейной гиперхолестеринемией 
оказался предиктором развития острого коронар-

ного события в ближайшие 2 года. Установлено, 
что микроРНК оказывает влияние на липидный и 
воспалительный сигналинг в ключевых клетках 
(макрофаги, эндотелиальные клетки), связанных с 
атеросклеротической прогрессией [76].  

МикроРНК внеклеточных везикул, ассоцииро-

ванные с ишемическим инсультом
У пациентов с острым ишемическим инсуль-

том сывороточный уровень hsa-miR-124-3p был 
снижен по сравнению с таковым у лиц без ин-

сульта. Кроме того, уровень этой микроРНК в 
везикулах отрицательно коррелировал с уровнем 
провоспалительных цитокинов (IL-6, IL-1β, TNF 
α, CXCL2). Из полученных результатов авторы 
сделали вывод о том, что сывороточная hsa-miR-
124-3p служит в качестве диагностического и 
прогностического маркера ранних стадий острого 
ишемического инсульта [77]. 

У пациентов с ишемическим инсультом более 
высокий уровень сывороточной miR-19a-3p ассо-

циировался с тяжестью основного заболевания. 
Кроме того, показано, что совместная оценка с 
уровнями тромбоцитарных и лейкоцитарных вне-

клеточных везикул существенно повышает пло-

щадь под ROC-кривой [78]. 

Внеклеточные везикулы, ассоциированные с по-

вреждением легких и острым респираторным дис-

тресс-синдромом
Растет количество исследований, посвященных 

изучению потенциальной диагностической роли 
микроРНК, которые могут содержаться во ВВ и 
участвовать в патогенезе повреждения и воспале-

ния легких. Сообщалось, что экспрессия let-7c и 
miR-125b в сыворотке пациентов была значитель-

но снижена и обратно коррелировала с тяжестью 
течения острого респираторного дистресс-син-

дрома [79]. Высокий уровень циркулирующей 
miR-320 был важным биомаркером, указывающим 
на плохую дыхательную функцию при остром по-

вреждении легких [80].

Кроме того, в литературе появлялись данные 
о том, что let-7a, miR-328, miR-21, определяемые 
в конденсате выдыхаемого воздуха у пациентов с 
хронической обструктивной болезнью легких, об-

ладают потенциальной способностью выступать в 
качестве функциональных маркеров [81]. 

Уровень лейкоцитарных внеклеточных вези-

кул в бронхоальвеолярной лаважной жидкости и 
в крови был идентифицирован как достоверный 
прогностический маркер начала острого респира-

торного дистресс-синдрома [82, 83]. В проспектив-

ном когортном исследовании повышенные уровни 
циркулирующих ВВ были независимо связаны со 
сниженным риском острого респираторного дис-

тресс-синдрома у пациентов в критическом со-

стоянии [84]. Показано, что у пациентов с прека-

пиллярной легочной гипертензией уровень цирку-

лирующих эндотелиальных ВВ повышен [85], что 
может указывать на предсказательную силу уровня 
везикул в отношении гемодинамической тяжести. 
Уровень эндотелиальных ВВ, экспрессирующих 
CD31, был повышен у пациентов с хронической 
обструктивной болезнью легких средней степени 
тяжести, а экспрессирующих CD62E – у пациентов 
с тяжелой хронической обструктивной болезнью 
легких [86].

МикроРНК внеклеточных везикул, ассоцииро-

ванные с воспалительными заболеваниями
Ранняя диагностика, а также мониторинг забо-

леваний, ассоциированных с воспалением, в том 
числе системного характера, также востребованы в 
рутинной клинической практике (табл. 3).

В экспериментальных исследованиях по моде-

лированию сепсиса на мышах были подтверждены 
клинические наблюдения о диагностической значи-

мости повышенного уровня miR-483-3p и let-7d-3p 

во внеклеточных везикулах пациентов. Кроме того, 
уровень этих микроРНК положительно коррелиро-

вал с тяжестью заболевания [87].
Выделенные из жидкости после перитонеально-

го диализа miR-223 и miR-31 могут быть расцене-

ны как предикторы бактериальной инфекции при 
перитоните. При этом диагностически значимыми 
являются повышение первой и снижение второй из 
указанных микроРНК [88].

При секвенировании свободно циркулирую-

щих в плазме микроРНК, большая часть из кото-

рых была связана с внеклеточными везикулами, у 
пациентов с внебольничной пневмонией, а также 
пневмонией, осложненной сепсисом, выявлено 
значимое изменение уровней miR-1246, miR-193a-
5p и miR-542-3p. Важно отметить, что уровни экс-

прессии miR-1246 демонстрировали значительные 
изменения по мере повышения тяжести заболева-

ния по направлению от здоровых добровольцев до 
пациентов с внебольничной пневмонией и пациен-



I.V. Kudryavtsev et al. 209

R
E
V
I
E
W
S

тов с пневмонией, осложненной сепсисом. Кроме 
того, детекция уровней miR-193a-5p и miR-542-3p 

позволяла различать пациентов с инфекционным 
заболеванием (пневмония или сепсис) от здоровых 
доноров [89].

При обследовании пациентов с хроническим 
периодонтитом в плазме выявлено 33 микроРНК 
с достоверно пониженным уровнем экспрессии по 
сравнению со здоровыми донорами. В то же время 
в образцах слюны определено уже 1 995 дифферен-

циально экспрессирующихся микроРНК (1 985 – 
апрегуляция и 10 – даунрегуляция) [90]. При этом 
наиболее перспективными для дальнейшего иссле-

дования с целью создания диагностической панели 
были признаны следующие плазматические ми-

кроРНК: hsa-miR-let-7d, hsa-miR-126-3p, hsa-miR-
199a-3p и одна – слюнная (hsa-miR-125a-3p).   

При обследовании пациенток с преэклампси-

ей установлено, что концентрации miR-486-1-5p 

и miR-486-2-5p в плацентарных экзосомах были 
значительно выше у пациенток с патологией, чем у 
здоровых беременных, что также может указывать 
на диагностический потенциал этих маркеров [91].

Заключение
К настоящему моменту накопилось достаточно 

большое количество результатов клинических ис-

следований, демонстрирующих, что внеклеточные 
везикулы, а также различные компоненты, входящие 
в их состав (белки, нуклеиновые кислоты и т. д.), 
могут выступать в качестве очень специфичных и 
чувствительных маркеров целого ряда патологи-

ческих состояний и заболеваний. Далее все более 
актуальным становится вопрос разработки диагно-

стических панелей и алгоритмов применения диа-

гностических тест-систем, позволяющих внедрить 
методы исследований внеклеточных везикул в кли-

ническую практику. 

Таблица 3. Значимые микроРНК внеклеточных везикул в диагностике заболеваний и патологических состояний
Table 3. MicroRNA included in extracellular vesicles that have diagnostic potential in diseases and pathological conditions

МикроРНК ВВ / 
MicroRNA from EV Источник ВВ / EV localization Нозология / Nosology Литературный 

источник / References

hsa-miRNA-208a Плазма / Plasma
Ранний маркер острого инфаркта 
миокарда / Early marker of acute 

myocardial infarction
[75]

let-7c, miR-125b Сыворотка / Serum
Обратная корреляция с тяжестью 

ОРДС / Inverse correlation with 
ARDS severity

[79]

miR-320
Функция дыхания при остром 

повреждении легких / Respiratory 
function in acute lung injury

[80]

let-7a, miR-328, miR-21 Конденсат выдыхаемого воздуха / 
Exhaled breath condensate

Функциональные маркеры 
дыхания при ХОБЛ / Functional 

marker chronic obstructive 
pulmonary disease

[81]

miR-1, miR-133a, miR-133b Плазма / Plasma Повреждение миокарда / 
Myocardial damage [71]

miR-1, miR-133a, miR-133b, 
miR-208a, miR-208b, miR-499 Плазма / Plasma Острый инфаркт миокарда / 

Acute myocardial infarction [71], [72], [73]

hsa-miR-124-3p Сыворотка / Serum Острый ишемический инсульт / 
Acute ischemic stroke [77] 

miR-223, miR-31 Перитонеальная жидкость / 
Peritoneal fluid

Бактериальный перитонит / 
Bacterial peritonitis [88]

miR-19a-3p Плазма / Plasma Ишемический инсульт / Ischemic 
stroke [78]

miR-483-3p, let-7d-3p Экзосомы, выделенные из 
плазмы / Plasma purified exosomes Сепсис / Sepsis [87]

miR-1246, miR-193a-5p, 
miR-542-3p

Неочищенные ВВ плазмы / Serum 
circulating cell-free EV

Внебольничная пневмония, 
пневмония, осложненная 

сепсисом / Community-acquired 
pneumonia and pneumonia-related 

sepsis

[89]

hsa-miR-let-7d, hsa-miR-
126-3p, hsa-miR-199a-3p Плазма / Plasma Хронический периодонтит / 

Chronic periodontitis [90] 

hsa-miR-125a-3p Слюна / Saliva Хронический периодонтит / 
Chronic periodontitis [90]

miR-486-1-5p, miR-486-2-5p Плазма / Plasma Преэклампсия / Preeclampsia [91] 

Примечание: ВВ – внеклеточные везикулы; ОРДС – острый респираторный дистресс-синдром; ХОБЛ – хроническая 
обструктивная болезнь легких.
Note: EV – extracellular vesicles; ARDS – acute respiratory distress syndrome. 
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