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анализ причин поздней 
диагноСтики миокардита
иванова С.в., титов в.а., митрофанова л.б., моисеева о.м.

ISSN 2311-4495
ISSN 2410-5155 (Online)
УДК 616.127.07

контактная информация
иванова Софья вадимовна
ФГбу «нМиЦ им. в. а. алмазова» 
Минздрава россии
ул. аккуратова, д. 2, Санкт-Петербург, 
россия, 197341.
E-mail: sonya.spbgmu16@gmail.com
Статья поступила в редакцию 16.05.2018 
и принята к печати 13.06.2018.

резюме
верификация диагноза «миокардит», несмотря на активное внедрение современных методов обследо-

вания, по-прежнему сложна, что приводит не только к поздней постановке заболевания, но и ухудшению 
прогноза пациентов.

Цель настоящего исследования – выявить причины поздней диагностики воспалительных заболева-
ний миокарда, оценить факторы, влияющие на течение заболевания, и эффективность проводимой тера-
пии у пациентов с морфологически документированным миокардитом.

в исследовании приняли участие 50 пациентов с морфологически документированным миокардитом. 
длительность наблюдения составила 3,5±1,6 года. в 59% случаев диагноз «миокардит» верифициро-
ван в сроки, превышающие 6 месяцев от первых клинико-инструментальных проявлений. отдаленный 
прогноз пациентов в отношении глобальной сократительной способности левого желудочка зависел от 
сроков верификации диагноза (c² = 6,9; р <0,05) и клинического варианта дебюта миокардита (c² = 13,7;  
р <0,01). отмечено достоверное ухудшение прогноза пациентов, имеющих в дебюте заболевания клини-
ку сердечной недостаточности и нарушения ритма, а также пациентов с поздней диагностикой заболева-
ния вследствие ошибочной его трактовки. Сделан вывод о том, что наличие идиопатических нарушений 
ритма должно рассматриваться как повод для исключения миокардита у пациентов с уже диагностиро-
ванными болезнями сердца. доказано улучшение прогноза на фоне комбинированной терапии сердеч-
ной недостаточности (иаПФ, бета-адреноблокаторы и диуретики) (c² = 9,28; p <0,01) и приема статинов  
(c² = 6,04; р <0,05).

ключевые слова: миокардит, диагностика, прогноз, терапия

Для цитирования: Иванова С.В., Титов В.А., Митрофанова Л.Б., Моисеева О.М. Анализ причин позд-
ней диагностики миокардита. Трансляционная медицина. 2018; 5 (2): 5–14.

Федеральное государственное бюджетное учреждение 
«национальный медицинский исследовательский центр  
им. в. а. алмазова» Минздрава россии, Санкт-Петербург, россия
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дКМП – дилатационная кардиомиопатия, Сн – 
сердечная недостаточность, ЭМб – эндомиокарди-
альная биопсия, ЭХо-КГ – эхокардиография

введение
Миокардит − это поражение сердечной мышцы 

воспалительного характера, обусловленное непо-
средственным или опосредованным через иммун-
ные механизмы воздействием инфекции, парази-
тарной или протозойной инвазии, химических или 
физиологических факторов, а также поражение, 
возникшее при аллергических и аутоиммунных 

заболеваниях [1]. наряду с этиопатогенетическим 
определением миокардита, все чаще классифи-
кация миокардита строится преимущественно по 
морфологическим критериям, что подтверждает 
значимость эндомиокардиальной биопсии (ЭМб) в 
его диагностике. Применение иммуногистохими-
ческого анализа существенно повысило чувстви-
тельность морфологических методов диагностики 
воспалительных заболеваний миокарда. однако су-
ществует явное несоответствие между количеством 
больных с предполагаемым миокардитом и возмож-
ностью проведения ЭМб, особенно когда речь идет 

AnAlysis of the reAsons of lAter diAgnostics  
of myocArditis

corresponding author:
Sofya. V. Ivanova
Almazov National Medical Research Centre 
Akkuratova str. 2, Saint Petersburg, Russia, 
197341
E-mail: sonya.spbgmu16@gmail.com

Received 16 May 2018; accepted 13 June 
2018

Abstract
The verification of the diagnosis of “myocarditis”, despite the active introduction of modern sur-

vey methods, is still complicated, which leads not only to late diagnosis, but also to worsening the progno-
sis of patients. The purpose of this study was to identify the causes of late diagnosis of inflammatory dis-
eases of the myocardium, evaluate the factors influencing the course of the disease, and the effectiveness of 
the therapy in patients with morphologically documented myocarditis. The study involved 50 patients with 
morphologically documented myocarditis. The duration of follow-up was 3.5±1.6 years. In 59% of cas-
es, myocarditis was diagnosed within a period exceeding 6 months of the first clinical and instrumen-
tal manifestations. Long-term prognosis of patients with regard to global contractility of the left ven-
tricle depended on the timing of verification of the diagnosis (c² = 6.9, p <0.05) and the clinical variant of 
the debut of the myocarditis (c² = 13.7, p <0.01). There was a significant deterioration in the prognosis in  
patients who have a heart failure clinic and rhythm disorders in the onset of the disease, as well as in patients 
with late diagnosis of the disease due to erroneous treatment. It was concluded that the presence of idiopathic 
rhythm disturbances should be considered as an excuse for excluding myocarditis in patients with already diag-
nosed heart diseases. The study proved an improvement in the prognosis on the background of combined therapy 
for heart failure (ACE inhibitors, beta-blockers and diuretics) (c² = 9.28, p <0.01), and statin therapy (c² = 6.04,  
p <0.05).
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о пациентах с легким течением заболевания. Кроме 
того, чувствительность ЭМб ограничена объемом 
получаемого материала, локальным характером 
воспаления миокарда и трудностями интерпретации 
данных у пациентов с сопутствующей патологией. 
традиционные неинвазивные методы диагностики 
воспалительных заболеваний миокарда, такие как 
электрокардиография, эхокардиография (ЭХо-КГ), 

радионуклидные и лабораторные методы, к сожале-
нию, имеют достаточно низкую специфичность [2]. 
в связи с этим актуальной задачей является разра-
ботка комплексного подхода к оценке неинвазивных 
клинических, лабораторных и инструментальных 
признаков, позволяющих верифицировать диагноза 
«миокардит», на основе клинико-морфологических 
сопоставлений с данными ЭМб.

таблица 1. клиническая характеристика больных миокардитом

Пациенты с миокардитом
n = 50

возраст, лет 44,6 ± 13,9

Пол, м : ж 29 : 21

индекс массы тела, кг/м² 26,7 ± 5,2

Сахарный диабет, % (n) 2% (1)

Курение, % (n) 46% (23)

артериальная гипертензия, % (n) 50% (25)

Гистологическое и иммуногистохимическое подтверждение диагноза

Фиброз, % (n) 80% (40)

некроз кардиомиоцитов, % (n) 22,5 % (9)

СD3+ т-лимфоциты 18,0 ± 13,7

СD8+ т-лимфоциты 8,8 ± 1,0

СD68+ лейкоциты 13,9 ± 6,3

СD45+ лейкоциты 22,2 ± 17,1

HLA-DR, баллы от 0 до 4 3 (2;3)

липоматоз, % (n) 34% (17)

вирусный геном, % (n) 34% (17)

Эхокардиография  исходно  в динамики

левое предсердие, мм 42 ± 8 50 ± 16

Кдо лЖ, мл 172 ± 96 147 ± 76

КСо лЖ, мл 109 ± 88 82 ± 67

Фв по Симпсону, % 44 ± 19 50 ± 16

МЖП, мм 9 ± 2 10 ± 3

зС лЖ, мм 9 ± 2 9 ± 2

Правый желудочек, мм 37 ± 8 35 ± 6

рСдла, мм 34 ± 11 31 ± 7

зС – задняя стенка левого желудочка, Кдо – конечный диастолический объём, Кдр – конечный диастолический 
размер, КСо – конечный систолический объём, КСр – конечный систолический размер, лЖ – левый желудочек, 
МЖП – межжелудочковая перегородка, рСдла – расчетное систолическое давление в легочной артерии, Фв – 
фракция выброса.
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Сложности возникают не только в поиске дока-
зательств воспалительного повреждения миокарда, 
но и в оценке вероятности наличия такого заболе-
вания, что служит причиной задержки в проведе-
нии необходимых диагностических мероприятий 
и, соответственно, позднего назначения адекватной 
терапии. в связи с этим цель настоящего исследо-
вания – выявить причины поздней диагностики 
воспалительных заболеваний миокарда, факторы, 
влияющие на течение заболевания, и оценить эф-
фективность проводимой терапии у пациентов с 
морфологически документированным миокарди-
том в процессе динамического наблюдения.

материалы и методы
в основную группу включены 50 пациентов с 

морфологически документированным миокарди-
том, проходивших обследование в ФГбу «нМиЦ 
им. в.а. алмазова» Минздрава россии в период 
с 2010 по 2017гг. для включения в исследование 
мы использовали критерии диагностики воспали-
тельного заболеваниями миокарда, предложенные 
экспертной группой европейского общества кар-
диологов [3], а именно наличие ≥ 14 лейкоцитов/
мм2 биоптатов миокарда, в том числе CD3 положи-
тельных т-лимфоцитов ≥ 7 клетов/мм2 и до 4 мо-
ноцитов/мм2 по данным иммуногистохимического 
анализа [3]. При наличии воспалительного инфиль-
трата и признаков некроза кардиомиоцитов без 
явных ишемических изменений диагностировали 
активный миокардит. наличие воспалительной ин-
фильтрации без гистологических признаков некро-

за кардиомиоцитов расценивалась как погранич-
ный миокардит [4]. Морфологическим признаком 
хронизации воспалительного процесса служило 
наличие фиброзной ткани в биоптатах миокарда.

всем пациентам выполнялось ЭХо-КГ на ап-
парате Vivid 7 (GE, СШа) по стандартному про-
токолу. в зависимости о времени постановки 
предполагаемого диагноза «миокардит» пациенты 
разделены на 2 подгруппы: первая подгруппа – ме-
нее 6 месяцев от дебюта заболевания, вторая под-
группа – более 6 месяцев.

Статистический анализ данных, полученных в 
ходе исследования, проведен с использованием при-
кладных статистических программ SPSS Statistica 
for Windows ver. 23.0. для показателей, имеющих 
приближенно нормальное распределение, результа-
ты представлены в виде среднего арифметическо-
го значения (М), среднеквадратичного отклонения 
(σ) и количества признаков в группе (n). Критерий 
значимости устанавливался на уровне р <0,05. Кор-
реляционные связи между парами количественных 
переменных оценивали, используя непараметриче-
ский критерий Спирмена. для выявления независи-
мого влияния на количественные показатели каче-
ственных факторов была использована процедура 
однофакторного дисперсионного анализа (ANOVA).

результаты
Среди включенных в исследование пациентов 

в возрасте от 19 до 70 лет с морфологически до-
кументированным лимфоцитарным миокардитом 
преобладали мужчины (1,4:1) (табл. 1).

рисунок 1. распределение пациентов в исследуемой выборке по основным морфологическим 
вариантам миокардита
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распределение пациентов в исследуемой вы-
борке по основным морфологическим вариантам 
миокардита представлено на рисунке 1. большин-
ство обследованных имели признаки хронического 
миокардита, на что указывало наличие фиброзных 
изменений в биоптатах. активный миокардит диа-
гностирован у 22,5% (n = 9) пациентов. вирусный 
геном, представленный в 34% случаев (n = 17), в 
основном в виде комбинации парвовируса в19 с 
энтеровирусом (n = 8), вирусом герпеса человека 
типа 6 и вирусом Эпштейн-барр (n = 3) (табл. 1).

в исследовании в качестве основных первич-
ных симптомов миокардита представлены: одыш-
ка – 78% (n = 39), сердцебиение – 54% (n = 27), 

кардиалгия – 40% (n = 20), перебои в работе серд-
ца – 68% (n = 34), синкопальные состояния – 42%  
(n = 21).

При анализе первоначальных предполагаемых 
диагнозов мы сгруппировали пациентов для оцен-
ки диагностических масок миокардита: аритмия – 
45% случаев, синдром дилатационной кардиомио-
патии (дКМП) (кардиомегалия, клиника сердечной 
недостаточности) – 12% случаев, совокупность 
аритмического варианта с явлениями сердечной 
недостаточности (Сн) – 23%, ишемическая бо-
лезнь сердца – 10%, миоперикардит – 2% и другие 
заболевания (бронхиальная астма, тиреотоксикоз, 
эпилепсия) – 8% случаев. однако стоит заметить, 

таблица 2. клинико-инструментальная характеристика пациентов в зависимости от времени 
верификации диагноза

Постановка диагноза 
до 6 месяцев

Постановка диагноза 
более 6 месяцев

Кол-во пациентов, n (%) 20 (40) 30 (60)

возраст, лет 45,5 ± 12,7 44,0 ± 14,9

одышка, % (n) 95% (19) 67% (20)*

болевой синдром, % (n) 35 % (7) 43% (13)

отеки ног, % (n) 30% (6) 7% (2)*

Сердцебиение, % (n) 50% (10) 57% (17)

Перебои, % (n) 45% (9) 83% (25)**

Синкопальные состояния, % (n) 30% (6) 50% (15)

Желудочковая экстрасистолия, % (n) 40% (8) 70% (21)*

Фибрилляция предсердий, % (n) 30% (6) 50% (15)

Желудочковая тахикардия, % (n) 40% (8) 54% (16)

левое предсердие, мм 42,8 ± 9,4 40,9 ± 9,1

Кдо лЖ, мл 211,9 ± 106,7 172,4 ± 95,6*

КСо лЖ, мл 155,2 ± 89,7 108,61 ± 87,6**

Фв по Симпсону, % 30,8 ± 15,5 53,5 ± 14,6**

МЖП, мм 9,4 ± 1,9 9,2 ± 2,0

зС лЖ, мм 9,7 ± 1,9 9,0 ± 1,7

Правый желудочек, мм 39,5 ± 7,7 34,6 ± 7,5

рСдла, мм 40,3 ± 12,3 30,1 ± 8,4

зС – задняя стенка левого желудочка, Кдо – конечный диастолический объём, Кдр – конечный диастолический 
размер, КСо – конечный систолический объём, КСр – конечный систолический размер, лЖ – левый желудочек, 
МЖП – межжелудочковая перегородка, рСдла – расчетное систолическое давление в легочной артерии, Фв – 
фракция выброса.

данные представлены в виде среднего арифметического значения (М), среднеквадратичного отклонения (σ) и 
количества признаков в группе (n). Корреляция значима на уровне *- р<0,05, ** – p<0,01.
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что более чем в 40% случаев, данные подгруппы 
имели смешанные клинические проявления.

в подгруппе отмечалось преобладание па-
циентов, у которых диагноз «миокардит» вери-
фицирован в сроки, превышающие 6 месяцев от 
первых клинико-инструментальных проявлений 
(рис. 2). Среди большинства пациентов с ранней 
диагностикой миокардита преобладали больные с 
клиникой Сн (одышка, отечный синдром) и пато-
логическими отклонениями по данным ЭХо-КГ 
(сниженная фракция выброса, дилатация камер). 
у пациентов с поздней верификацией заболева-
ния в большинстве случаев структурных изме-
нений по данным ЭХо-КГ не зарегистрировано. 
однако с большей частотой встречались различ-
ные нарушения ритма и проводимости (табл. 2). 
указания в анамнезе на инфекцию, перенесенную 
в течении последних 6 месяцев, выявлена в более 
чем половине случаев (56%, n = 28), однако в 41% 
случаев данные анамнеза не учитывались врачами 
при поставке диагноза.

Средняя длительность наблюдения в исследова-
нии составила 3,5 ± 1,6 года. установлено, что из-
менения глобальной сократительной способности 
левого желудочка в процессе наблюдения зависели 
от сроков верификации диагноза (c² = 6,9; р <0,05) 

и клинического варианта дебюта заболевания (c² = 
13,7; р <0,01) (рис. 3). в подгруппе пациентов со 
смешанным вариантом дебюта миокардита (арит-
мия и синдром дКМП) у каждого четвертого па-
циента при динамическом наблюдении регистри-
ровалось снижение глобальной сократительной 
способности миокарда.

Данные о характере медикаментозной терапии 
и интервенционных вмешательствах отражены в 
таблице 4. По клиническим показаниям у 60% (n 
= 30) пациентов выполнена радиочастотная абла-
ция зон нарушений ритма. В 18% (n = 9) случаев 
проведена имплантация внутрисердечных вспомо-
гательных устройств (электрокардиостимуляторы, 
кардиовертердефибриллятор, ресинхронизирую-
щая терапия). Трансплантация сердца выполнена 
у 2 пациентов. Интервенционные методы лечения 
лишь в 45% случаев привели к увеличению фрак-
ции выброса, тогда как у 27% она осталась без из-
менений, а у 27% больных снизилась. Выявлена 
взаимосвязь между динамикой фракции выброса 
и приемом статинов (c² = 6,04; р <0,05), а также 
комплексной терапией с применением трех препа-
ратов: ингибиторы ангиотензин-превращающего 
фермента, бета-адреноблокаторы и диуретики (c² 
= 9,28; p <0,01).

Таблица 3. Медикаментозное и интервенционное лечением пациентов с миокардитом

Медикаментозная терапия

Бета-адреноблокаторы, % (n) 84% (42)

иАПФ или АРА, % (n) 62% (31)

Диуретики, % (n) 40% (20)

Антагонисты альдостерона, % (n) 36% (18)

Бета-адреноблокаторы + иАПФ, % (n) 58% (29)

Бета-адреноблокаторы + иАПФ + Диуретики, % (n) 36% (18)

Статины, % (n) 34% (17)

Глюкокортикостероиды, % (n) 16% (8)

Цитостатические средства, % (n) 12% (6)

Интервенционные методы лечения

Радиочастотная аблация, % (n) 60% (30)

Электрокардиостимулятор, % (n) 12% (6)

Кардиовертер-дефибриллятор, % (n) 6% (3)

Ресинхронизирующая терапия, % (n) 12% (6)

Трансплантация сердца, % (n) 4% (2)

ара – антагонисты рецепторов альдостерона II типа, иаПФ – ингибиторы ангиотензин-превращающего фермента.
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Обсуждение
Несмотря на значительный прогресс, достиг-

нутый в последнее десятилетие в диагностике 
миокардита, верификация диагноза по-прежнему 
остается достаточно сложной проблемой, что при-
водит к длительному отсутствию клинического ди-
агноза. Большинство экспертов подтверждают, что 
своевременная диагностика миокардита чрезвы-
чайно важна для принятия решения в отношении 
лечебной тактики и позитивно влияет на отдален-
ные результаты, так как на фоне неконтролируемо-
го воспалительного процесса в миокарде быстро 
формируются фиброзные изменения со стойкими 
нарушениями ритма, патологическим ремоделиро-
ванием камер сердца и снижением систолической 
функции [1].

Полиморфизм клинических проявлений 
миокардита, “размытость” его клинической 
картины и нечеткость основных симптомов у 
большинства пациентов служат основной причиной 
поздней верификации диагноза. в отечественной 
классификации миокардита наиболее полно 
отражается разнообразие клинических 
вариантов: малосимптомный, псевдокоронарный, 
декомпенсационный, аритмический, 
псевдоклапанный, тромбоэмболический, 
смешанный [5]. зарубежные исследователи 
выделяются только три основных варианта дебюта 
заболевания: инфарктоподобный (27−31%), 
вариант с развитием жизнеопасных нарушений 
ритма и проводимости (18%), и с клиникой Сн 
(31−69%). два последних варианта, как правило, 

ассоциированы с неблагоприятным для больного 
прогнозом [6]. По данным отечественных 
публикаций первым проявлением миокардита 
может быть одышка – 68,6%, сердцебиение 32,8%, 
повышение температуры 29,8%, кардиалгия 22,3%, 
перебои в работе сердца 16,4 %, головокружение 
2,9%, синкопальные состояния 1,5% [7]. Следует 
отметить, что патогномоничных симптомов для 
данного диагноза не существует. Миокардит 
следует подозревать во всех случаях необъяснимой 
Сн, тахикардии и аритмии, особенно, когда 
рутинные методы кардиологического обследования 
не выявляют причину. так выявляемый по 
данным ЭМб у лиц с нарушениями ритма 
эндомиокардиальный или интерстициальный 
фиброз, трактуемый как постмиокардитический, 
ставит под сомнение существование так называемых 
идиопатических аритмий [8]. Кроме того, 
миокардит может сопровождать и такие широко 
распространенные заболевания, как ибС и пороки 
сердца, утяжеляя их течение [9]. По результатам 
исследований аритмического варианта миокардита 
о.в. благовой с соавторами сделаны выводы, 
что у подавляющего большинства пациентов нет 
четких анамнестических оснований подозревать 
миокардит, что, возможно, связано с отсутствием 
патогномоничных симптомов заболевания [10]. 
если учесть, что при эхокардиографических 
исследованиях бессимптомная дисфункция 
левого желудочка встречается в популяции в 
0,9−12,9% в зависимости от пороговых значений 
фракции выброса (от 30 до 54%, соответственно), 

рисунок 2. периоды постановки диагноза в исследуемой выборке
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то очевидна актуальность своевременной 
диагностики заболеваний, ведущих к развитию 
сердечной недостаточности [11, 12]. однако в 
большинстве случаев диагноз миокардит по-
прежнему верифицируется только ретроспективно.

Гендерные и возрастные характеристики паци-
ентов, включенных в нашу работу, существенно не 
отличались от данных ранее опубликованных ис-
следований [13]. В отличии от данных отечествен-
ных публикаций в нашей выборке больные чаще 
предъявляли жалобы на перебои в работе сердца, 
а также синкопальные состояния [7]. Вероятно, 
это обусловлено более частым выполнением ЭМБ 
пациентам, направляемым на интервенционные 
вмешательства по поводу тахиаритмий. В ходе 
работы выделено несколько основных вариантов 
дебюта миокардита: «идиопатические» аритмии, 
синдром ДКМП, а также их сочетание, что соот-
ветствует данным, представленным О.В. Благовой 
с соавторами [10]. Также следует отметить, что у 
44% пациентов с подтвержденным диагнозом «ми-
окардит» отсутствовала связь дебюта клинических 
проявлений заболевания с перенесенной в течение 
предшествующих 6 месяцев инфекцией. Возмож-
но, для углубленного поиска связи с инфекцией 
следует расширить рассматриваемый промежуток 
до 1 года.

Для оценки причин поздней верификации диа-
гноза в этом исследовании проводилось сравнение 
между пациентами с ранней и поздней постанов-
кой диагноза (менее 6 месяцев и более). По данным 

статистического анализа среди лиц с более поздней 
верификацией диагноза было достоверно больше 
пациентов с сохранной фракцией выброса и «иди-
опатическими» аритмиями. Наличие упорного и 
необъяснимого аритмического синдрома должно 
рассматриваться как повод для исключения мио-
кардита у пациентов с уже диагностированными 
болезнями сердца.

По данным ЭМБ у каждого четвертого обнару-
жены фиброзные изменения в миокарде. Однако 
при сравнении пациентов по морфологическим 
группам (активный/пограничный и острый/хро-
нический миокардит) не выявлено связи структур-
ных изменений миокарда с временным интервалом 
от появления первых симптомов до постановки 
диагноза. Частота выделения вирусного генома в 
миокарде по данным настоящего исследования со-
ставляла 34%, что в пределах процентных интерва-
лов в ранее опубликованным исследованиям [14].

Сроки постановки диагноза существенно влия-
ют на отдаленный прогноз заболевания. Так в под-
группе пациентов у которых диагноз «миокардит» 
выставлен по прошествии не менее пяти лет отме-
чался наибольший процент снижения фракции вы-
броса за период наблюдения. Динамика фракции 
выброса зависит и от клинического варианта де-
бюта заболевания. Поэтому с учетом неблагопри-
ятного прогноза при смешанном варианте дебюта 
миокардита (аритмия и синдром ДКМП) пациент 
должен находится под наблюдением в специализи-
рованном центре.

рисунок 3. распределение пациентов в исследуемой выборке по характеру изменения фракции 
выброса (фв) и клинического течения миокардита. дкмп – дилатационная кардиомиопатия
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В отличии от ожидаемого положительного вли-
яния бета-адреноблокаторов и ингибиторов АПФ 
на отдаленные результаты глобальной сократи-
тельной способности левого желудочка у больных 
с миокардитом, неожиданным для нас оказался 
эффект статинов. Однако в ранее опубликован-
ных исследованиях показано, что эффект стати-
нов может быть связан с подавлением продукции 
Th1-клетками провоспалительных цитокинов, не-
гативно влияющих на процессы апоптоза карди-
омиоцитов, структурно-функциональное и элек-
трофизиологическое ремоделирование миокарда 
как основу сердечной недостаточности и наруше-
ний ритма [15, 16]. Напротив, в работе не выявлено 
влияния интервенционной терапии на отдаленный 
прогноз больных с миокардитом, что, вероятно, 
связано с присутствием в исследуемой выборке 
больных с активным миокардитом, при котором 
эффективность радиочастотной аблации зон арит-
могенеза значительно ниже [17].

Заключение
Таким образом, в качестве основных причин 

поздней диагностики миокардита следует назвать 
плохой сбор анамнеза, отсутствие настороженно-
сти врачей в отношении данного диагноза, оши-
бочная трактовка идиопатических аритмий. Позд-
няя диагностика смешанного варианта дебюта 
миокардита (аритмия и синдром ДКМП), как пра-
вило, ассоциирована с неблагоприятным прогно-
зом. Комбинированная терапия бета-адренобло-
каторами и ингибиторами АПФ подтвердила свою 
эффективность в отношении прогноза больных с 
миокардитом. Дополнительно нуждается в про-
ведении клинических исследований целесообраз-
ность назначения статинов у больных с воспали-
тельными заболеваниями миокарда.
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резюме
неудовлетворенность результатами медикаментозной и немедикаментозной терапии фибрилляции 

предсердий заставляет клиницистов и ученых искать новые методы лечения этой аритмии. Цель исследо-
вания: изучить особенности ремоделирования сердца и характер морфологических изменений миокарда 
у пациентов с хронической сердечной недостаточностью при фибрилляции предсердий. Материалы и 
методы. у пациентов с фибрилляцией предсердий при хронической сердечной недостаточности, имею-
щих и не имеющих фибрилляцию предсердий изучались эхокардиографически особенности ремодели-
рования миокарда и микроскопически морфология миокарда сегмента ушка правого предсердия. резуль-
таты. у пациентов с хронической сердечной недостаточностью, имеющих фибрилляцию предсердий, по 
сравнению с пациентами, не имеющими нарушение ритма, выявлены более выраженные гипертрофия 
стенок миокарда левого и правого желудочков, дилатация обоих предсердий и левого желудочка, повы-
шенное давление в легочной артерии и венах. При постоянной форме в отличие от пароксизмальной фор-
мы фибрилляции предсердий структурные нарушения стенок и камер сердца более выражены. выявлен 
интерстициальный отек миокарда ушка правого предсердия у пациентов с фибрилляцией предсердий 
по сравнению с пациентами без нарушений ритма. выводы. более выраженная дилатация предсердий 
у пациентов с фибрилляцией предсердий при хронической сердечной недостаточности сопровождается 
интерстициальным отеком миокарда, который, возможно, и является одной из причин возникновения и 
поддержания фибрилляции предсердий.

ключевые слова: фибрилляция предсердий, пароксизмальная форма, постоянная форма, дилатация 
предсердий, интерстициальный отек миокарда. 
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Abstract
Background. Dissatisfaction with the results of drug and non-drug therapy of atrial fibrillation causes clini-

cians and scientists to seek new methods for treatment of this arrhythmia. objective. The paper aims at studying 
the features of cardiac remodeling and morphological changes of myocardium in chronic heart failure patients 
with atrial fibrillation. materials and methods. The features myocardial remodeling and the morphology of the 
myocardium of a right atrial auricle segment were studied, respectively, by echocardiography and by microscopy 
in chronic heart failure patients with and without atrial fibrillation. results. Compared to patients without cardi-
ac arrhythmia, patients with chronic heart failure, with atrial fibrillation, revealed more pronounced hypertrophy 
of the walls of the myocardium of the left and right ventricles, increased myocardial mass index, dilatation of 
both right and left atria, increased pressure in the pulmonary artery and veins. With a constant form, unlike par-
oxysmal atrial fibrillation, structural disorders of the walls and chambers of the heart were more pronounced. 
The interstitial edema of the myocardium of the auricle of the right atrium was detected in patients with atrial 
fibrillation compared to patients without arrhythmias. conclusion. More pronounced atrial dilatation in heart 
failure patients with atrial fibrillation is accompanied by interstitial myocardial edema, which, perhaps, is one of 
the reasons for the emergence and maintenance of atrial fibrillation.

Key words: atrial fibrillation, paroxysmal form, constant form, atrial dilatation, interstitial myocardial edema.

For citation: Kirillova V.V. Myocardial remodeling in patients with atrial fibrillation in chronic heart failure. 
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введение
Фибрилляция предсердий (ФП), как одна из наи-

более частых аритмий, встречающаяся в клинической 
практике, увеличивает в пять раз риск инсульта. При 
этом ишемический инсульт на фоне фибрилляции 
предсердий часто рецидивирует и приводит к более 
выраженной инвалидизации [1]. Фибрилляция пред-
сердий ассоциируется с различными сердечно-сосу-
дистыми заболеваниями, наиболее частой первичной 
причиной возникновения данной аритмии является 
артериальная гипертензия [2-4]. 

для снижения частоты возникновения фибрил-
ляции предсердий или восстановления синусово-
го ритма в настоящее время применяется медика-
ментозная и немедикаментозная тактика ведения 

пациентов [1]. однако существует мнение, что 
видимая польза от сохранения синусового ритма 
при назначении антиаритмиков полностью нивели-
руется неблагоприятными, зачастую фатальными 
событиями (увеличение риска смертности на 49%) 
на фоне их приема [5]. на протяжении последнего 
десятилетия активно разрабатывались немедика-
ментозные вмешательства – радиочастотная абля-
ция (рча). удержание синусового ритма после 
процедуры рча в течение года удается достичь у 
20-80% [6, 7]. несмотря на совершенствование тех-
ники проведения рча наличие рецидивов срывов 
ритма и возможности осложнений в течение самой 
процедуры [8,9] заставляет клиницистов и ученых 
искать новые методы лечения этой аритмии. 
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Цель исследования: изучить особенности ремо-
делирования сердца и характер морфологических 
изменений миокарда у пациентов с фибрилляцией 
предсердий при хронической сердечной недоста-
точности.

Материалы и методы. в исследование включен 
71 пациент с хронической сердечной недостаточно-
стью II-III функционального класса по нью-Йорк-
ской классификации (NYHA). Пациенты c ХСн 
разделены на две группы: 1 группа (n=35) – паци-
енты с хронической сердечной недостаточностью, 
не имеющие фибрилляцию предсердий; 2 группа 
(n=36) – пациенты с хронической сердечной недо-
статочностью с фибрилляцией предсердий. Хро-
ническая сердечная недостаточность выставлена 
в соответствии с последними рекомендации по ди-
агностике ХСн [10,11]. трансторакальная эхокар-
диография проводилась на аппарате Philips HD-15 
(СШа) по стандартному протоколу с дополнитель-
ным определением максимального и минимально-
го диаметров визуализируемой легочной вены с 
целью диагностики венозной легочной гипертен-
зии [12]. у пациентов с хронической сердечной 
недостаточностью, имеющих (n=6) и не имеющих 
(n=7) фибрилляцию предсердий, оценивалась мор-
фология миокарда сегмента ушка правого пред-
сердия, который забирался интраоперационно во 
время планового аортокоронарного шунтирования. 
Сегмент ушка правого предсердия сразу же после 
забора помещался в 10% нейтральный формалин 
на 24-48 часов. затем ткань заливалась в парафин 
с использованием автоматической системы про-
питывания ткани фирмы Micron. на стекла, по-
крытые поли-L-лизином (Menzel GmbH, Germany) 
фиксировали парафиновые срезы толщиной 5 мкм, 
приготовленные на микротоме (Microm HM 340E, 
Germany) из парафиновых блоков. Срезы подвер-
гались депарафинированию и обезвоживанию по-
средством последовательной инкубации в толуоле 
и абсолютном этаноле – 2 смены по 5 минут, эта-
ноле 95% – 2 смены по 3 минуты. далее микропре-
параты со срезами окрашивались гематоксилином 
и подвергались микроскопии при увеличении 40 
и 100 (объектив) х 16 (окуляр). Фотографии были 
сделаны при помощи цифровой камеры Aхio Cam 
HRc zeiss. у всех пациентов получено письменное 
согласие на участие в исследовании, которое про-
ведено с разрешения Этического комитета инсти-
тута медицинских клеточных технологий.

Статистическую обработку результатов исследо-
вания проводили по критерию Стьюдента. различия 
считали достоверными при р<0,05. данные пред-
ставлены в виде М±m, где М — среднее значение 
измеряемой величины, m – ошибка измерения.

результаты 
Пациенты в группах были сопоставимы по ко-

личесту, возрасту, сопутствующей патологии, сте-
пени тяжести хронической сердечной недостаточ-
ности, оцененной по стадиям и функциональному 
классу по NYHA. в группе пациентов с фибрилля-
цией предсердий мужчин было больше по сравне-
нию с группой пациентов, не имеющих фибрилля-
цию предсердий. общая характеристика пациентов 
представлена в таблице 1. 

Пациенты с хронической сердечной недоста-
точностью вне зависимости от отсутствия или 
наличия фибрилляции предсердий по сравнению 
с контрольной группой имеют структурные изме-
нения сердца, выявлянные эхокардиографически 
(P<0,05): гипертрофию миокарда стенок обоих 
желудочков (толщина задней стенки левого желу-
дочка – 11,21±0,15; 11,88±0,20 и 8,26±0,14 мм соот-
ветственно; толщина межжелудочковой перегород-
ки – 11,41±0,24; 12,38±0,20 и 8,26±0,12 мм; толщина 
стенки правого желудочка – 6,39±0,17; 7,29±0,18 и 
3,75±0,31 мм соответственно), повышенный ин-
декс массы миокарда (97,15±1,7; 125,09±5,74 и 
75,94±2,30 г/м2), дилатацию правого и левого пред-
сердия (площадь правого предсердия – 18,36±0,36; 
20,72±0,50 и 13,73±0,24 см2, площадь левого пред-
сердия – 23,27±0,34; 27,09±0,58 и 15,27±0,21 см2), 
повышенное систолическое давление в легочной 
артерии (27,79±0,94; 34,11±1,81 и 34,11±1,81 мм. 
рт. ст.), увеличение максимального и минимального 
диаметров легочных вен (максимальный диаметр – 
21,62±0,28; 21,67±0,30 и 14,7±0,2 мм; минималь-
ный диаметр – 10,41±0,22; 11,98±0,65 и 6,4±0,3 мм), 
свидетельствующих о наличии застоя в малом кру-
ге кровообращения. Пациенты с хронической сер-
дечной недостаточностью, имеющие фибрилляцию 
предсердий, по сравнению с пациентами без нее, 
имеют достоверно более выраженные структурные 
изменения сердца: более выражена гипертрофия 
миокарда стенок обоих желудочков с индексом мас-
сы миокарда, на фоне более выраженной дилатации 
левого предсердия выявляется дилатация и правого 
предсердия, дилатация конечно-диастолического и 
конечно-систолического объема левого желудочка, 
повышено систолическое давление в легочной ар-
терии, отмечается более низкая фракция выброса 
левого желудочка и расширение минимального ди-
аметра легочной вены (таблица 1).

в структуру пациентов с фибрилляцией пред-
сердий входили пациенты с пароксизмальной и 
постоянной формой фибрилляции предсердий. 
выявлены отличия в ремоделировании миокарда у 
пациентов разных форм фибрилляции предсердий 
(таблица 2). 
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таблица 1. характеристика пациентов c фибрилляцией предсердий и без фибрилляции 
предсердий 

Показатель
Контроль

(n=50)

Пациенты без 
ФП 

(n=35)

Пациенты с ФП 

(n=36)
Пол, муж 19 (38%) 12 (34%) 18 (50%)*
возраст, лет 36±1,42 69±1,17 ˆ 71±0,81ˆ
Гипертоническая болезнь - 35 (100%) 36 (100%)
ишемическая болезнь сердца - 9 (25,7%) 10 (27,7%)
ХСн 2а стадия - 9 (25,7%) 12 (33,3%)
ХСн 2б стадия - 26 (74,3%) 24 (66,6%)
ХСн ФК II - 26 (74,3%) 25 (69,4%)
ХСн ФК III - 9 (25,7%) 11 (30,6%)
Сад, мм рт ст 126±1,08 134,81±2,65 126,67±1,91
дад, мм рт ст 72±2,02 86,69±1,35 73,83±0,99
чСС, уд/мин 70±1,01 70,38±1,10 75,36±1,75
терапия: β-адреноблокаторы - 16 (45%) 14 (38%)
иаПФ/бра - 24 (68%) 13 (36%)
верошпирон/ГХт - 5 (14%) 5 (13%)
Петлевые диуретики - 4 (11%) 3 (8%)
варфарин/ноаК - - 5 (13%)
толщина задней стенки левого желудочка, мм 8,26±0,14 11,21±0,15 ˆ 11,88±0,20ˆ*
толщина межжелудочковой перегородки, мм 8,26±0,12 11,41±0,24ˆ 12,38±0,20ˆ*
толщина стенки правого желудочка, мм 3,75±0,31 6,39±0,17ˆ 7,29±0,18ˆ*
индекс массы миокарда, г/м2 75,94±2,30 97,15±1,7ˆ 125,09±5,74ˆ
Правое предсердие (площадь), см2 13,73±0,24 18,36±0,36ˆ 20,72±0,50ˆ*
левое предсердие на левом боку, мм 32,04±0,33 40,06±0,71ˆ 45,36±0,61ˆ*
левое предсердие (площадь), см2 15,27±0,21 23,27±0,34ˆ 27,09±0,58ˆ*
Конечно-диастолический объем левого 
желудочка, мл 116,68±3,82 127,29±5,55  155,56±7,95ˆ*

Конечно-систолический объем левого желудочка, 
мл 41,48±2,66 42,27±2,76 72,44±6,09ˆ*

Фракция выброса по Симпсону, % 64,65±1,03 68,14±0,96 59,63±1,60*
давление в легочной артерии, мм. рт. ст. 14,74±0,51 27,79±0,94ˆ 34,11±1,81ˆ*
Максимальный диаметр легочной вены, мм 14,7±0,2 21,62±0,28ˆ 21,67±0,30ˆ
Минимальный диаметр легочной вены, мм 6,4±0,3 10,41±0,22ˆ 11,98±0,65ˆ*

Примечание: Сад – систолическое артериальное давление, дад – диастолическое артериальное давление, 
чСС – частота сердечных сокращений, иаПФ/бра – ингибиторы ангиотензин-превращающего фермента/блока-
торы к рецептору ангиотензина II, ГХт – гидрохлоротиазид, ноаК – новые оральные антикоагулянты. ˆ – досто-
верность различий показателей между группами пациентов без ФП, с ФП и контролем, P<0,05; * – достоверность 
различий показателей между группами пациентов без ФП и с ФП, P<0,05.
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у пациентов с постоянной формой фибрил-
ляции предсердий отмечается более выраженная 
гипертрофия миокарда стенок левого желудоч-
ка (толщина задней стенки левого желудочка – 
12,54±0,30 к 11,55±0,25 мм; толщина межжелу-
дочковой перегородки – 13,18±0,24 к 11,83±0,32 
мм); дилатация левого предсердия (площадь лево-
го предсердия – 48,09±0,80 к 43,24±0,81 см2), вы-
явлена дилатация правого предсердия (площадь 
правого предсердия – 24,19±0,50 к 16,98±0,33 см2) 
на фоне повышенного систолического давления в 
легочной артерии (40,13±3,05 к 40,13±3,05 мм. рт. 
ст.) при переходной фракции выброса (49,62±2,66 
к 66,67±0,98 %). Конечно-диастолический и конеч-
но-систолический объем левого желудочка у паци-
ентов с разными формами фибрилляции предсер-
дий не отличался. 

При микроскопическом исследовании миокарда 
ушек правого предсердия пациентов с хронической 
сердечной недостаточностью, имеющих фибрилля-
цию предсердий, выявлен интерстициальный отек 
(рис. 1) по сравнению с пациентами, не имеющими 
нарушений ритма. 

обсуждение
изучение ремоделирования миокарда у пациен-

тов с хронической сердечной недостаточностью, 
имеющих фибрилляцию предсердий, по сравнению 
с пациентами, не имеющими нарушения ритма, по-

казало более выраженные структурные нарушения 
стенок и камер сердца у первых с P<0,05, что вы-
ражалось в более выраженной гипертрофии стенок 
миокарда левого (толщина задней стенки левого 
желудочка – 11,21±0,15 и 11,88±0,20 мм соответ-
ственно; толщина межжелудочковой перегород-
ки – 11,41±0,24 и 12,38±0,20 мм) и правого желу-
дочков (6,39±0,17 и 7,29±0,18 мм соответственно), 
дилатации обоих предсердий (площадь правого 
предсердия – 18,36±0,36 и 20,72±0,50 см2, площадь 
левого предсердия – 23,27±0,34 и 27,09±0,58 см2) и 
левого желудочка (конечно-диастолический объем 
левого желудочка – 127,29±5,55 и 155,56±7,95 мл; 
конечно-систолический объем левого желудочка – 
42,27±2,76 и 72,44±6,09 мл), повышенного давле-
ния в легочной артерии (27,79±0,94 и 34,11±1,81 
мм. рт. ст.) и венах (минимальный диаметр – 
10,41±0,22 и 11,98±0,65 мм). 

изучение ремоделирования миокарда у пациен-
тов с хронической сердечной недостаточностью, 
имеющих постоянную форму фибрилляции пред-
сердий, по сравнению с пациентами, имеющими 
пароксизмальную форму фибрилляции предсер-
дий, выявило наличие более выраженных структур-
ных нарушений стенок и камер сердца у первых, 
что выражалось в более выраженной гипертрофии 
стенок миокарда левого желудочка, дилатации по-
лостей обоих предсердий, повышенном систоли-
ческом давлении в легочной артерии, сниженной 

таблица 2. характеристика пациентов c пароксизмальной и постоянной формами фибрилляции 
предсердий 

Показатель Пароксизмальная ФП
(n=17) 

Постоянная ФП 
(n=19)

возраст, лет 72±0,81 71±1,05

толщина задней стенки левого желудочка, мм 11,55±0,25 12,54±0,30*

толщина межжелудочковой перегородки, мм 11,83±0,32 13,18±0,24*

толщина стенки правого желудочка, мм 6,99±0,30 7,56±0,21

левое предсердие на левом боку, см 43,24±0,81 48,09±0,80*

левое предсердие (площадь), см2 25,48±0,67 29,41±0,86*

Правое предсердие (площадь), см2 16,98±0,33 24,19±0,50*

давление в легочной артерии, мм. рт. ст. 29,00±1,59 40,13±3,05*

Конечно-диастолический объем левого желудочка, мл 151,60±14,14 162,89±10,80

Конечно-систолический объем левого желудочка, мл 60,24±8,67 85,43±9,41

Фракция выброса по Симпсону, % 66,67±0,98 49,62±2,66*

Примечание: * – достоверность различий показателей между группами пациентов с пароксизмальной 
и постоянной формами фибрилляции предсердий, P<0,05
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фракции выброса левого желудочка (таблица 2). 
выраженная дилатация предсердий у пациентов 
с фибрилляцией предсердий отмечается и в более 
масштабных исследованиях [2-5]. Микроскопи-
ческое исследование ушка правого предсердия у 
пациентов с хронической сердечной недостаточно-
стью, имеющих фибрилляцию предсердий, показа-
ло наличие интерстициального отека более выра-
женного по сравнению с пациентами с хронической 
сердечной недостаточностью без нарушений ритма. 
акаемовой о.н. и др. (2010) убедительно показано, 
что при хронической сердечной недостаточности 
венозная система сердца претерпевает существен-
ные морфо-функциональные изменения, которые 
зависят от ее тяжести и играют важную роль в раз-
витии и прогрессировании данного синдрома. При 
хронической сердечной недостаточности форми-
руется «застойное сердце», аналогично застойной 
печени, легких, почек [13]. вероятно, межклеточ-
ный отек играет важную роль в пространственном 
разъединении кардиомиоцитов друг с другом, что 
проявляется в нарушении межклеточной проводи-
мости с развитием и/или поддержанием фибрилля-
ции предсердий. 

в настоящее время выделяют следующие па-
тофизилогические изменения в предсердном ми-
окарде, связанные с фибрилляцией предсердий: 
изменения внеклеточного матрикса, функции фи-
бробластов и жировых клеток (интерстициальный 
и заместительный фиброз, воспалительная инфиль-
трация, жировая инфильтрация, отложение амилои-
да), изменения ионных каналов (ремоделирование 
ионных каналов, нестабильность захвата Ca, пере-
распределение межклеточных каналов), поврежде-
ние миоцитов (апоптоз и некроз, гипертрофия ми-

оцитов), эндотелиальные и сосудистые нарушения 
(микрососудистые нарушения, эндокардиальное ре-
моделирование), изменения в автономной нервной 
системе (симпатическая гипериннервация) [1]. 

учитывая результаты настоящего исследова-
ния – более значимая дилатация обоих предсердий 
с наличием интерстициального отека миокарда у 
пациентов с хронической сердечной недостаточ-
ностью, имеющих фибрилляцию предсердий, с на-
растанием дилатации левого предсердия и левого 
желудочка, присоединением дилатации и правого 
предсердия при переходе пароксизмальной формы в 
постоянную форму фибрилляции предсердий, веро-
ятно, интерстициальный отек и является одним из 
механизмов развития и/или поддержания фибрил-
ляции предсердий. таким образом, вероятно, ин-
терстициальный отек миокарда, возникающий при 
прогрессировании хронической сердечной недоста-
точности, неадекватном ее лечении, является пуско-
вым моментом электрической нестабильности кар-
диомиоцитов и их межклеточного взаимодействия.
данная теория нуждается в дальнейшем изучении.
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Резюме
актуальность: навигационные системы позволяют выполнить анатомическую реконструкцию серд-

ца, построить активационные карты и выполнить прицельные радиочастотные воздействия. но такая 
тактика бывает, неэффективна из-за анатомического расположения аритмогенного очага. Представляет-
ся актуальным метод поверхностного неинвазивного картирования, который позволяет определить про-
гноз, оценить объем оперативного вмешательства и выбрать необходимую технологию для устранения 
аритмии. Цель: оценить точность и эффективность устранения желудочковых аритмий с использованием 
неинвазивного поверхностного и инвазивного эндокардиального картирования с использованием оте-
чественных систем «амикард» (россия) и «астрокард» (россия). Материал и методы – в исследование 
включены 23 пациента (м – 16, ж – 7) с желудочковыми нарушениями ритма неишемического генеза, 
которым выполнено неинвазивное дооперационное картирование с использованием системы «амикард» 
(россия) и инвазивное интраоперационное электроанатомическое картирование с использованием ком-
плекса «астрокард» (россия) и последующая радиочастотная аблация. результаты – у 22 пациентов зона 
ранней активности верифицирована с эндокардиальной поверхности желудочков, с эпикардиальной – в 1 
случае. общая эффективность рча составила 82,6%(19). При этом точность совпадения неинвазивного 
и эндокардиального инвазивного картирования составила 98%. заключение: применение неинвазивного 
дооперационного картирования целесообразно у пациентов со сложными нетипичными локализациями 
желудочковых аритмий. Это позволяет с достаточно высокой точностью верифицировать аритмогенный 
очаг в желудочках сердца, что подтверждается результатами инвазивного картирования и, безусловно, 
повысить эффективность рча, уменьшить длительность процедуры и лучевой нагрузки, а также опреде-
лить тактику лечения. 

Ключевые слова: радиочастотная аблация, навигационные системы, электроанатомическое инвазив-
ное картирование, неинвазивное картирование
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Abstract

Background. Navigation systems can perform anatomical reconstruction of the heart, build activation maps 
and perform accurate radiofrequency ablation (RFA). But they are ineffective because of the anatomical location 
of the arrhythmogenic focus. The method of surface non-invasive mapping, allows you to determine the progno-
sis, evaluate the scope and treatment tactics.

The goal is to assess the accuracy and effectiveness of eliminating surface and invasive endocardial mapping 
using the Russian systems «Amycard» and «Astrocard». Material and methods. The study included 23 patients 
(m – 16, f – 7) with ventricular rhythm disturbances of non-ischemic origin. Patients underwent non-invasive 
pre-operative mapping using the «Amycard» system and invasive mapping using the «Astrocard» complex and 
subsequent RFA. Results. In 22 patients, the early activity zone was verified from the endocardial ventricular 
surface, with the epicardial surface in 1 case. Efficiency RFA was 82,6% (19). The accuracy of the coincidence 
of noninvasive and endocardial invasive mapping was 98%. Conclusion. Use of non-invasive preoperative map-
ping makes possible to accurately verify the arrhythmogenic focus in the heart, as evidenced by the results of 
invasive mapping. It increases the effectiveness of RFA, reduces the duration of the procedure and fluoroscopy, 
and determines the tactics of treatment.

Key words: radiofrequency ablation, navigation systems, electroanatomical invasive mapping, non-invasive 
mapping

For citation: Yashkov M.V. Use of Russian non-invasive and invasive mapping systems for interventional 
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введение
в современной аритмологии, использование 

современных новых систем навигационного элек-
троанатомического картирования, кажется не 
оставило проблем с верификацией аритмогенного 
субстрата любой локализации. использование на-
вигационных систем позволяет быстро выполнить 
анатомическую реконструкцию любой камеры 

сердца, построить изохронные, изопотенциальные 
и активационные карты распространения возбуж-
дения для верификации аритмогенного очага и 
выполнить прицельные радиочастотные воздей-
ствия в зоне интереса. При этом важную роль игра-
ет уменьшение времени процедуры, уменьшение 
используемых катетеров в сердце и минимизация 
времени флюороскопии для пациента и хирурга.

Yashkov M.V.

Vishnevsky National Medical Research Centre of Surgery, 
Moscow, Russia



 24 том 5 №2 / 2018

Сердечно-сосудистые заболевания / Cardiovascular medicine

несмотря на это, в настоящее время разработа-
ны, внедрены в клиническую практику, с успехом 
используются и продолжают совершенствоваться 
системы поверхностного неинвазивного картиро-
вания сердца. одна из них, это система CardioInsite 
(Medrtonic,СШа), которая широко используется 
при картировании роторной активности фибрил-
ляции предсердий. однако она верифицирует оча-
ги только на эпикардиальной поверхности сердца. 
в россии была разработана система «амикард» 
(россия), идея которой предложена и разработана 
академиком ревишвили а.Ш. и группой ученых из 
МГу. Система позволяет еще в дооперационном 
периоде верифицировать зону ранней активации 
аритмогенного очага, как на эпи- так и на эндокар-
диально поверхности сердца, что позволяет опре-
делить прогноз, оценить объем оперативного вме-
шательства и выбрать необходимую технологию 
для устранения аритмии.

Поэтому целью нашего исследования ста-
ло – оценить точность и эффективность устра-
нения желудочковых аритмий с использованием 
неинвазивного поверхностного и инвазивного 
эндокардиального картирования с использовани-
ем отечественных систем «амикард» (россия) и 
«астрокард» (россия).

материал и методы
в исследование включены 23 пациента (м – 16, 

ж – 7) с желудочковыми нарушениями ритма неи-
шемического генеза, которым выполнено неинва-
зивное дооперационное картирование с использо-
ванием системы «амикард» (россия) и инвазивное 
интраоперационное электроанатомическое карти-
рование с использованием комплекса «астрокард» 
(россия) и последующей радиочастотой аблации. 

Показаниями для предоперационного поверх-
ностного картирования было: наличие стабильной 
мономорфной аллоритмии у пациента, нетипичная 
локализация очага, верифицированная по ЭКГ а 
также предшествующие неэффективные рча. 

Пациентам в дооперационном периоде выполня-
лось неинвазивное картирование с использование 
комплекса  «амикард» (россия). для этого, приме-
нялись одноразовые наклеивающиеся электроды 
на поверхность грудной клетки и с них синхронно 
регистрировали ЭКГ в 224 однополюсных отведе-
ниях и 6 стандартных отведений от конечностей. 
далее, не снимая электродов с поверхности груд-
ной клетки, пациенту выполнялась компьютерная 
томография сердца в режиме ЭКГ-синхронизации 
с внутривенным контрастированием сердца. 

Полученные данные обрабатывались при помо-
щи программного обеспечения комплекса «ами-

кард» (россия). обработка включала спектральную 
фильтрацию сигнала от мышечных и сетевых наво-
док и дрейфа изолинии. из всей записи выделялись 
интересующие желудочковые комплексы. далее, в 
автоматическом режиме, по данным компьютерной 
томографии проводилось определение координат ре-
гистрирующих электродов на поверхности грудной 
клетки. воспроизводились полигональные модели 
желудочков сердца. на основе анализа полученных 
данных определялись зоны ранней активации мио-
карда, соответствующее проекциям на эндокард и 
эпикард эктопических очагов в желудочках сердца.

После получения результатов картирования 
пациенту в условиях рентгеноперационной вы-
полнялось электрофизиологическое исследование 
(ЭФи), электроанатомическое инвазивное карти-
рование с использованием импендансной навига-
ционной системы «астрокард» (россия) и радиоча-
стотная аблация (рча) аритмогенного очага. При 
этом во всех случаях выполнялась анатомическая 
реконструкция и построение активационной карты 
правого, а при расположении очага в левых отде-
лах – левого желудочка.

для выполнения электрофизиологического 
картирования использовали алгоритм «расе map», 
системы «астрокард» (россия), позволяющий с 
точностью до 99%, верифицировать совпадение 
стимуляционной экстрасистолии со спонтанной.

12 отведений ЭКГ (в диапазоне 0,05-160 Гц) и 
интракардиальные электрограммы (с фильтром 30-
700 Гц) регистрировались и записывались на 128-
ти канальном комплексе для проведения внутри-
сердечных электрофизиологических исследований 
(«астрокард», россия) и хранились на жестком 
диске для последующего анализа.

для диагностики использовались 10-ти и 20-ти 
полюсные катетеры, проведенные через подклю-
чичную вену и бедренные вены и установленные в 
дистальные отделы коронарного синуса и по ходу 
выводного отдела правого желудочка (воПЖ) или в 
верхушку правого желудочка (ПЖ) соответственно.

если ранняя активация, по установленным в ко-
ронарном синусе (КС) и правом желудочке (ПЖ)  
катетерах, регистрировалась в правых отделах, про-
водилась пункция правой бедренной вены, управ-
ляемый аблационный четырехполюсный электрод 
TermoCool, 7Fr (Biosense Webster, СШа) устанав-
ливался в ПЖ, где выполнялась анатомическая ре-
конструкция ПЖ с поиском зоны ранней активации 
и построением активационной карты. если ранних 
зон в правом желудочке не определялось, проводи-
лась пункция правой бедренной артерии, картирую-
щий электрод трансаортально позиционировался в 
левых отделах и поводилась реконструкция левого 
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желудочка (лЖ) с построением активационной кар-
ты.

во всех случаях использовался алгоритм «расе 
mар» системы «астрокард» (россия). для этого 
исходный эктопический желудочковый комплекс 
отмечался и запоминался в системе как шаблон. 
Картирующий электрод без прерывания стимуля-
ции последовательно смещался в зоне интереса 
желудочков в пределах 2-3 мм. Стимуляция прово-
дилась с дистальных полюсов аблационного элек-
трода при 7 – 12 ма и 0,5-1,0 мс, в зависимости 
от зоны стимуляции. Стимуляционный комплекс 
автоматически регистрировался, а алгоритм систе-
мы проводил идентификацию стимуляционного 
комплекса со спонтанной экстрасистолией (ЭС), 
взятой изначально за шаблон и выдавал процент 
совпадения в режиме реального времени. удовлет-
ворительным считалось совпадение более 95%. 

результаты неинвазивного и инвазивного 
картирования и рча

При неинвазивном картировании были рекон-
струированы 3D модели правого и левого желудоч-
ков, построены изопотенциальные и изохронные 
карты на эпикарде и эндокарде желудочков, вы-

водных отделах и межжелудочковой перегородке. 
также визуализирована карта распространения 
возбуждения с верификацией прорыва возбужде-
ния на эндокардиальную или эпикардиальную по-
верхность сердца.

были выявлены следующие локализации арит-
могенного очага: выводной отдел правого желудочка 
(воПЖ) – у 10 пациентов, приточный отдел правого 
желудочка (ПоПЖ) – 3, верхушка правого желудоч-
ка (ПЖ) – 1, папиллярные мышцы левого желудочка 
(лЖ) – 3, приточный отдел лЖ – 1, выводной отдел 
лЖ (волЖ) – 2. При этом в 22 случаях прорыв воз-
буждения отмечался на эндокардиальную поверх-
ность сердца, в 1 случае – на эпикардиальную, в 
проекции коронарной артерии (Ка).

После эндокардиальной электроанатомической 
реконструкции желудочков сердца во всех случаях 
расположение очага совпало с неинвазивным кар-
тированием. После построения анатомии желудоч-
ков в режиме «fast map», картирующий электрод 
позиционировался в зону ранней активации, по-
лученной при неинвазивном картировании и про-
водилось прицельное картирование ранней зоны с 
набором точек от 50 до 100, с использованием ал-
горитма «pace map». 

рисунок 1. картирование эктопической желудочковой активности из вопж

а – карта распространения возбуждения, реконструированная системой неинвазивного картирования 
 амикард (россия).
б – изопотенциальная карта инвазивного электроанатомического картирования системой астрокард (россия).
МК – митральный клапан, тК – трикуспидальный клапан, воПЖ – выводной отдел правого желудочка, 
волЖ – выводной отдел левого желудочка.
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При локализации очага в воПЖ, у 8 из 10 паци-
ентов при неинвазивном картировании верифици-
рована септальная локализация в подклапаннной 
области легочной артерии, где достигнут 100 % эф-
фект рча. в одном случае положительных крите-
риев достичь не удалось. несмотря на опережение 

в ранней зоне более 55 мс, а процент совпадения 
при стимуляционном картировании в септальной 
и переднесептальной области воПЖ не превышал 
85%. Пробные рча были без эффекта. еще у од-
ного пациента при положительных критериях сти-
муляционного картирования, опережения в ранней 

рисунок 2. картирование эктопической желудочковой активности в верхушке пж

а – карта распространения возбуждения из верхушки ПЖ верифицированная системой неинвазивного 
 карти- рования амикард (россия).
б – изопотенциальная карта с зоной ранней активации в верхушке ПЖ построенная с помощью 
 электроанато- мического картирования с использованием системы инвазивного картирования 
 астрокард (россия).
ПЖ – правый желудочек, лЖ – левый желудочек.

рисунок 3. картирование эктопической желудочковой активности из приточного отдела пж 
неинвазивнойй системой картирования амикард (россия)

а – изопотенциальная карта с зоной ранней активации под тК.
б – карта распространения возбуждения.
МК – митральный клапан, тК – трикуспидальный клапан
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зоне более 40 мс и совпадения изопотенциальной 
карты множественные рча не привели к эффекту. 
в этих случаях также решено считать очаг интра-
муральным (рис.1). 

у пациентов с локализацией очага в приточном 
отделе, как правого, так и левого желудочков, не-
смотря на сложность локализации, было получе-
но положительное стимуляционное картирование, 
при совпадении более 95%, с зоной ранней актива-
ции более 40 мс. (рис 2, 3).

у пациента с верхушечной эндокардиальной ло-
кализацией активности, имеющего в анамнезе две 
неуспешные рча в других клиниках, так же отмеча-
лось совпадение локализации, положительное сти-
муляционное картирование при совпадении более 
95 %, а при рча отмечалось исчезновение спонтан-
ной ЭС и пробежек Жт во время воздействия. од-
нако полной элиминации очага достичь не удалось. 
При последующем суточном мониторировании по 
Холтеру отмечалось снижение количества ЭС от 22 
тыс. до 5 т тыс. в сутки и исчезновение пробежек 
Жт. Эффект расценен как относительный в связи с 
глубоким расположением очага (рис.4).

у пациентов с локализацией очага в эпикарди-
альной области волЖ, у одного пациента вери-
фицирована зона активации в левом синусе валь-
сальвы, с положительным эффектом рча. в одном 
случае ранняя зона находилась внутри коронарной 
артерии (ПМЖв), где рча не проводилась. При 
этом, по неинвазивному было четко верифициро-
вана принципиальные различия ранней зоны и ак-
тивационных карт. 

При локализации аритмогенного очага в обла-
сти папиллярных мышц лЖ (у 2 пациентов), благо-
даря неинвазивному картированию, и построении 
анатомической модели лЖ, прорыв возбуждения 
определялся в области передней папиллярной 
мышцы. Это значительно облегчило эндокардиаль-
ный поиск ранней зоны.

Параметры рча с использованием орошаемо-
го электрода составили 45-48°С, 35-40 вт. дли-
тельность процедуры составила 75±20 мин, время 
флюороскопии 35±17 мин. общая эффективность 
рча составила 82,6%(19). При этом точность со-
впадения неинвазивного и эндокардиального инва-
зивного картирования составила 98%.

обсуждениe результатов
в настоящее время в мире существует две си-

стемы неинвазивного поверхностного картирова-
ния – система CardioInsite (Medtronic) и система 
амикард (россия), позволяющие еще в доопераци-
онном периоде верифицировать зону ранней акти-
вации при предсердных и желудочковых аритмиях 
или область роторной активности при фибрилля-
ции предсердий. Система позволяет определить не 
только анатомическую локализацию субстрата, но 
и расположение относительно поверхности серд-
ца – эндокардиально или эпикардиально.

Система работает по принципу обратной задачи 
ЭКГ. для этого требуется реконструировать потен-
циал электрического поля сердца на эпикардиальной 
поверхности сердца на основе поверхностной записи 
ЭКГ[1,2]. решение этой задачи позволяет неинвазив-

рисунок 4. анатомическая реконструкция пж с использованием системы инвазивного 
картирования астрокард (россия)

а – изопотенциальная карта с зоной ранней активации под тК.
б – карта распространения возбуждения в приточном отделе ПЖ.
тК – трикуспидальный клапан
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ным путем восстановить электрограмму на эпикар-
диальной поверхности сердца и провести построение 
эпикардиальных активационных карт. важное преи-
мущество этого подхода – неинвазивность, а недоста-
ток – проведение только эпикардиального картиро-
вания, в то время как эндокардиальное картирование 
несет более ценную информацию [3,4].

если раньше топическая диагностика достига-
лась только путем прямых измерений с поверхно-
сти миокарда в условиях хирургического или ин-
тервенционного вмешательства, то неинвазивное 
картирование позволяет с аналогичной точностью 
достичь результата без интервенции.

одновременное эпикардиальное и эндокарди-
альное картирование должно определять глубину 
источника патологического возбуждения в миокар-
де по отношению к эпикарду и эндокарду. такая 
точность очень важна для выбора тактики лечения 
хирургического или интервенционного при экто-
пических аритмиях. По предшествующим рос-
сийским исследованиям 2012-2015 года, процент 
совпадения неинвазивного и инвазивного картиро-
вания желудочковых аритмий составил 89% [5,6].

немаловажную роль для подтверждения точности 
неинвазивного картирования интраоперционно име-
ют электрофизиологические критерии нахождения 
электрода в ранней зоне. Это достигается исполь-
зованием описанного нами ранее алгоритма «расе 
map», что, безусловно, позволяет проводить рча при 
максимальных критериях эффективности [7].

так же, широко используется в настоящее время 
неинвазивное картирование для верификации обла-
стей ранней активации и роторной активности при 
персистентных формах фибрилляции предсердий с 
использованием фазовых карт. в настоящее время 
ведется поиск возможностей проведения прицель-
ной рча в областях верифицированных роторов 
для повышения эффективности катетерного лече-
ния фибрилляции предсердий [8,9]. аналогичный 
поиск ведется в мультицентровых исследованиях с 
использованием системы CardioIsite [10].

заключение
использование неинвазивного дооперацион-

ного картирования целесообразно использовать 
у пациентов со сложными нетипичными локали-
зациями желудочковых аритмий. Это позволяет с 
достаточно высокой точностью верифицировать 
аритмогенный очаг в желудочках сердца, что под-
тверждается результатами инвазивного картиро-
вания и безусловно повысить эффективность рча 
и уменьшить длительность процедуры и лучевой 
нагрузки, а также определить на дооперационном 
этапе тактику лечения. 
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резюме
Цель работы. Проанализировать клинические особенности эпилепсии у пациентов нейрохирургиче-

ского профиля. 
Материалы и методы. исследование является ретроспективным, когортным, аналитическим наблю-

дательным. Проанализирована первичная документация базы данных больных эпилепсией, проопериро-
ванных в рнХи им. а.л. Поленова в период 2012 по 2017 год. Когорта состояла из 91 истории болезни 
пациентов с фармакорезистентной эпилепсией, проанализированы демографические показатели, клини-
ческие особенности заболевания при поступлении в стационар, результаты нейровизуализационных и 
нейрофизиологических обследований. Сравнение полученных данных проводилось со среднестатисти-
ческими данными по эпилепсии. 

результаты. Средний возраст госпитализированных пациентов составил 32г. Средняя длительность 
эпилепсии – 19лет. 77% пациентов страдали эпилепсией более 10 лет, 41% – более 20 лет. у всех паци-
ентов диагностирована фокальная эпилепсии (100%). доминировала височная локализация над экстра-
темпоральной, соответственно 71 и 29%. Склонность к серийному течению была в когорте у 37,4%(34) 
больных. у 37,4% как минимум раз в жизни возникал эпилептический статус. в группе пациентов с 
длительностью более 10 лет наблюдалась тенденция к билатеральному расположению очагов эпилепти-
ческой активности.

выводы. Эпилепсия у пациентов нейрохирургического стационара представлена фокальными форма-
ми, характеризующимися фармакорезистентностью, неконтролируемыми частыми приступами и позд-
ним обращением к нейрохирургу. 

в настоящее время рнХи им. проф. а.л.Поленова стал центром по хирургическому лечению сложных форм 
эпилепсии. высокая длительность заболевания до поступления требует поиска путей решения проблемы.

ключевые слова: эпилепсия, нейрохирургия, клинические особенности, фармакорезистентность, 
прогредиентное течение
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Abstract
The purpose was to analyze clinical features of epilepsy in a neurosurgical department. Materials and meth-

ods. The study was retrospective. Primary documentation from epilepsy database since 2012 for 2017 was ana-
lyzed. The cohort consisted of 91 case histories of patients with drug-resistant epilepsy. Demographic indicators, 
clinical features of epilepsy, results of neurovisualisation and neurophysiologic dates were analyzed. Compari-
son of the obtained data was carried out with average data for epilepsy. Results: Average age of the hospitalized 
patients was 32 y.o. The average duration of an epilepsy – 19 y. 77% of the patients suffered from epilepsy for 
more than 10 years, 41% – more than 20 y. Focal epilepsy was diagnosed in all cases (100%): temporal localiza-
tion -71%. extra temporal – 29%. 37,4% patients had clustered seizures. Epileptic status had 3.4%. In the group 
of patients with epilepsy duration more than 10 years bilateral epileptic activity was observed. Conclusions: The 
epilepsy in patients in neurosurgical hospital was presented by focal drug-resistant forms, frequent seizures and 
late administration to a neurosurgeon. Now Polenov Russian Scienific Research Institute of Neurosurgery be-
came a center of surgical treatment of drug-resistant epilepsy. The high duration of a disease in a neurosurgical 
department demands search for a solution.

Key words: Epilepsy, neurosurgery, clinical features, drug resistant, progressive course
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актуальность
По данным воз в мире около 65 миллионов че-

ловек страдают эпилепсией. в глобальных масшта-
бах заболевание ежегодно диагностируется у 2,4 
миллиона человек. Эпилепсия – это хроническое 
заболевание головного мозга, характеризующее-
ся повторными, спонтанными (непровоцируемы-
ми) приступами в виде нарушения двигательных, 
чувствительных, вегетативных, мыслительных 
или психических функций, возникающими вслед-
ствие чрезмерных разрядов нервных клеток в коре 
большого мозга [1]. данная нозологическая форма 
по МКб-10 включена в группу болезней нервной 
системы. однако эпилепсия привлекает внимание 
многих специалистов и остается мультидисципли-

нарной проблемой [2]. Медикаментозное лечение 
позволяет достичь регресса клинических и элек-
троэнцефалографических (ЭЭГ) проявлений эпи-
лепсии в 60–70% случаев. в остальных 20-30% 
случаев врачи сталкиваются с фармакорезистент-
ной формой эпилепсии, при которой тяжесть, ча-
стота приступов, неврологических и психических 
симптомов, а также побочные действия лекарств 
не поддаются удовлетворительной коррекции и 
неприемлемы для больного и (или) его близких 
[3]. Показатели, отражающие эффективность ан-
тиэпилептической терапии в течение последних 
25–30 лет, существенно не изменились. в настоя-
щее время появились новые антиэпилептические 
препараты (аЭП). однако, на современном этапе 
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развития фармакотерапии позитивные сдвиги в об-
ласти применения антиконвульсантов не так суще-
ственны, новые препараты в большинстве случаев 
менее токсичны [4]. таким образом, у 1/3 больных 
эпилепсией на фоне медикаментозного лечения 
патологический процесс носит прогредиентный 
характер и приводит к усугублению клинических 
проявлений заболевания, а также к дальнейшей со-
циально – трудовой и семейной дезадаптации [5]. 
Поэтому поиск современных методов лечения лиц 
с фармакорезистентной эпилепсией остается акту-
альной проблемой. в этих случаях методом выбора 
может стать оперативное лечение эпилепсии. раз-
работкой методов лечения эпилепсии специалисты 
рнХи им. а.л. Поленова занимаются на протяже-
нии многих лет. Сотрудниками института накоплен 
колоссальный опыт хирургии эпилепсии. в резуль-
тате разработки современной концепции хирургии 
эпилепсии больные с фармакорезистентной эпи-
лепсий являются потенциальными кандидатами 
для проведения хирургического лечения. выбор 
тактики и объема хирургического лечения – это 
сложный вопрос, который решается на консилиуме 
совместно нейрохирургами, неврологами, нейро-
физиологами и нейропсихологами с использовани-
ем результатов современных исследований. Кли-
ническая характеристика эпилепсии является не 
только фактором, определяющим тактику ведения 
пациента, но и предиктором исхода хирургическо-
го лечения. однако особенности клинической кар-
тины заболевания в нейрохирургической эпилепто-
логии исследованы недостаточно.

цель работы: проанализировать клинические 
особенности эпилепсии у пациентов нейрохирур-
гического профиля.

материалы и методы
исследование является ретроспективным, ко-

гортным, аналитическим наблюдательным. Проа-
нализирована первичная документация базы дан-
ных больных эпилепсией, прооперированных в 
рнХи им. а.л. Поленова в период 2012 по 2017 
год. Проведен анализ 125 историй болезни паци-
ентов, поступивших в рнХи им. а.л. Поленова 
с диагнозом эпилепсия в качестве основного или 
сопутствующих диагнозов. Критерии включения в 
исследование:

• лезиональные и нелезиональные формы 
эпилепсии длительностью более 2 лет;

• Подтвержденная фармакорезистентность;
• Проведенное в рнХи им. а.л. Поленова 

оперативное вмешательство.
Критерии исключения:
• Структурная эпилепсия, обусловленная 

объемным образованием головного мозга (опухо-
ли, сосудистые мальформации) при доминирова-
нии симптоматики объемного процесса.

итоговая выборка составила 91 историю болез-
ни пациентов с фармакорезистентной эпилепсией, 
причем двое из них были прооперированы дваж-
ды в период с 2012 по 2017 год. анализ истории 
болезни проводился по следующим параметрам: 
демографические данные (фамилия, имя, отчество, 
возраст, адрес), анамнез заболевания (возраст де-

рисунок 1. длительность заболевания
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бюта и длительность заболевания, типирование 
эпилептических приступов, все использованные 
схемы медикаментозного лечения в анамнезе); ин-
формация об этиологии эпилепсии (перинатальное 
поражение, инфекционные заболевая ЦнС, травмы 
и прочее); окончательный диагноз, включающий 
в себя информацию об оперативных вмешатель-
ствах; клиника заболевания на момент поступления 
в стационар, оценка тяжести течения (типирование 
эпилептических приступов, их частота, склонность 
к серийному и статусному течению), схема проти-
восудорожной терапии, нейровизуализационные 
и нейрофизиологические исследования (электро-
энцефалография, видео-электроэнцефалография, 
Мрт и ПЭт головного мозга, инвазивные методы 
исследования биоэлектрической активности моз-
га). Сравнение полученных данных проводилось 
со среднестатистическими данными по эпилепсии.

результаты и обсуждение
в рнХи им. а.л. Поленова за период с 2012 

года по 2017 год прооперированы 125 пациентов 
с диагнозом эпилепсия в качестве основного или 
сопутствующего. из исследования исключены 34 
человека с диагнозом эпилепсия в качестве со-
путствующего, с доминированием в клинике сим-
птоматики объемного образования при опухолях 
и сосудистых образованиях. итоговая выборка 
составила 91 историю болезни пациентов с вери-
фицированной фармакорезистентной эпилепсией. 
Соотношение женщин и мужчин: 40,7% (37 жен-
щины) и 59,3% (54 мужчины). возрастной диапа-
зон – от 19 до 65 лет, в среднем возраст обращения 
за нейрохирургической помощью приходился на 
32г. Средняя длительность эпилепсии составляла- 
19лет. Минимальный срок заболевания– 3 года, са-
мый длительный анамнез эпилепсии – 50 лет. рас-

таблица 1. типы эпилептических приступов среди пациентов отобранной группы 
(*по наиболее частому типу приступа)

рисунок 2. распределение по типу эпилепсии.
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пределение по продолжительности заболевания: 
3 – 5 лет -6 пациентов (7%), 6 – 10 лет -15 пациен-
тов (16%), 11-20 лет- 33 пациента(36%) и более 20 
лет течения тяжелой формы фармакорезистентной 
эпилепсии.- 37 пациентов(41%) (рис.1)

таким образом, 77% пациентов страдали эпи-
лепсией до поступления в нейрохирургический ста-
ционар более 10 лет, при этом у 41% длительность 
заболевания составляла более 20 лет. отмечается 
увеличение обращаемости при нарастании длитель-
ности заболевания, что характеризует отношение к 
хирургическому лечению как к терапии отчаяния, а 
не равноценному способу лечения эпилепсии.

дебют эпилепсии доминировал в детском воз-
расте, преимущественно в пубертатном, в среднем 
приходился на 12 лет. у всех пациентов отмечалась 
фокальная эпилепсии (100%). доминировала ви-
сочная локализация над экстратемпоральной, соот-
ветственно 71 и 29% (рис.2).

так же у всех пациентов отмечалась активная, 
неконтролируемая эпилепсия (100%). оценка тяже-
сти приступов проведена по шкале по международ-
ной шкале частоты приступов – «Seizure frequency 
scores»(SFS): 1- отсутствие, 2-спорадические (один 
приступ в месяц или реже), 3- частые (четыре при-
ступа в месяц или реже) и 4- очень частые (от одного 

приступа в неделю до одного и более приступов в 
день). у 100 % пациентов частота приступов была 
более 1 раза в месяц, таким образом, все пациен-
ты были с 3 и 4 степенью тяжести по шкале SFS. 
Преобладали еженедельные приступы, на втором 
месте – ежедневные, значительно реже встречались 
ежемесячные приступы. все приступы были с фо-
кальным началом. однако доминировали вторично-
генерализованные приступы. тенденция к возник-
новению приступов с вторичной генерализацией 
наблюдалась у 58% пациентов, на втором месте 
по частоте были сложные парциальные с наруше-
нием сознания и автоматизмами. редко отмечались 
простые парциальные приступы, во всех случаях в 
структуре полиморфных приступов.

Склонность к серийному течению была в когор-
те у 37,4%(34) больных. у 37,4% как минимум раз 
в жизни возникал эпилептический статус.

оценка количества и качества ранее проводимой 
противоэпилептической терапии была затруднена в 
связи с недостатком достоверно документированной 
информации. анамнез антиэпилептической терапии 
у большинства пациентов включал 3 и более препа-
ратов. Каждый из пациентов применял несколько 
схем терапии. в среднем в анамнезе отмечен при-
ем 4 аЭП (от 3 до 10 различных препаратов). таким 

таблица 2. локализация эпилептиформной активности на ээг 
(*по результатам нейрофизиологических исследований)

таблица 3. результаты мрт



 35том 5 №2 / 2018

Неврология и нейрохирургия/ Neurology and neurosurgery

образом, в соответствии с критериями Междуна-
родной противоэпилептической лиги все пациенты 
страдали фармакорезистентной эпилепсией. 

нейрофизиологическое обследование включало 
электроэнцефалографию (ЭЭГ), видео – ЭЭГ, по 
показаниям – установку инвазивных электродов. 
в 44% случаев по данным нейрофизиологических 
исследований очаг эпилептической активности 
был латерализован, в 13,2% имелась тенденция к 
вовлечению в эпилептическую активность стволо-
вых структур и в 42,9% случаев эпилептическая ак-
тивность обнаруживалась билатерально. в группе 
пациентов с длительностью 10 и более лет наблю-
далась тенденция к билатеральному расположению 
очагов эпилептической активности (соотношение 
латерализованного эпилептического очага к била-
теральному расположению очагов 1: 1,3). таким 
образом, структура выборки по распространению 
патологической активности в головном мозге пока-
зала практически равную представленность очаго-
вой латерализованной эпилептиформной активно-
сти и билатеральной.

При магнитно-резонансная томографии пре-
обладали двусторонние изменения (32случая) над 
односторонними (29 случаев). При проведении 
Мрт в веществе головного мозга были обнаруже-
ны единичные изменения в 36,2%, множественные 
изменения в 40 % случаев и 23,8% исследований 
дали Мрт-негативный результат. Мр – негативная 
эпилепсия отмечена в 19 случаях (таб.3).

При позитронно-эмиссионной томографии с 
18F-фтордезоксиглюкозой преобладали односто-
ронние изменения (36/56; 64,3%) над двусторонни-
ми (16/56; 35,7%).

определение этиологии эпилепсии базирова-
лось на комплексном обследовании, включающем 
анамнестические данные, нейровизуализационные 
и патоморфологические. 

Этиология эпилепсии была известна в 62,6%, в 
37,4% случаев заболевание расценивалось как не-
ясной этиологии согласно новой классификации 
эпилепсий 2017года (криптогенной, условно сим-
птоматической согласно ранее применяемой тер-
минологии). 

обсуждение.
работа выполнена на основании ретроспектив-

ного анализа историй болезни с целью выделить 
особенности эпилепсии у пациентов нейрохирур-
гического профиля. Проанализированы 91 история 
болезни.

анализ полученных данных установил, что для 
данной категории пациентов характерен длитель-
ный анамнез заболевания и позднее обращение к 
хирургическим методам лечения. Преобладал де-
бют в детском возрасте, что в целом характерно 
для эпилепсии [6]. дебют эпилепсии в этом воз-
расте обусловлен срывом компенсаторных меха-
низмов центральной нервной системе при гормо-
нальной перестройке организма [7]. При оценке 
тяжести течения приступов обращает на себя вни-
мание факт, что чем длиннее анамнез заболевания, 
тем больше выражена тенденция к возникновению 
тяжелых эпилептических приступов, как вторично-
генерализованных, так и серийных, часто сопрово-
ждающихся травматизацией пациентов. тяжелое 
прогредиентное течение заболевания, неэффек-
тивность медикаментозного лечения характерны 
для пациентов нейрохирургического стационара. 
в эпилептологии фармакорезистентные эпилепсии 
составляют от 30 до 40%, в нейрохирургическом 
стационаре- 100%, так же характеризуются более 
тяжелым течением.

расширение возможностей нейровизуализации, 
увеличение хирургической активности вывели на 
новый уровень вопросы этиологии эпилепсии. осо-

таблица 4. этиология эпилепсии
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бенностью нейрохирургического стационара являет-
ся возможность применения патоморфологических 
исследований для верификации Мр – негативных 
структурных изменений головного мозга [8]. вы-
сокий процент криптогенных форм в исследовании 
частично обусловлен отсутствием патоморфологиче-
ских исследований при паллиативных операциях.

Хирургическое лечение фармакорезистентной 
эпилепсии — это этап комплексной терапии забо-
левания, предполагающий с современных позиций 
прием противоэпилептической терапии не менее 5 
лет после операции. в среде эпилептологов 20 века 
результаты хирургического лечения эпилепсии 
оценивались только по снижению частоты и/или 
прекращению эпилептических приступов [9]. на 
сегодняшний день считается, что целью хирурги-
ческого вмешательства при эпилепсии являются: 
полное прекращение приступов или существен-
ное снижение их частоты и тяжести, улучшение 
социально-трудовой и педагогической адаптации, 
улучшение качества жизни при минимальных не-
гативных последствиях [10]. для женщин не менее 
важно полноценное семейное функционирование 
после хирургического лечения эпилепсии, возмож-
ность планирования беременности [11]. исследова-
ние этой проблемы показали, что пациенты с рези-
стентной эпилепсией после оперативного лечения 
имеют качество жизни выше, чем пациенты, кото-
рые получали только медикаментозную терапию. 
[12]. таким образом, исследование клинических 
особенностей эпилепсии у пациентов нейрохирур-
гического профиля важно для характеристики про-
блемы и определения путей оптимизации лечения.

заключение. Эпилепсия у пациентов нейро-
хирургического стационара представлена фокаль-
ными формами, характеризующимися фармако-
резистентностью, неконтролируемыми частыми 
приступами. течение заболевания прогредиентное, 
у трети больных с эпилептическим статусом в ана-
мнезе. 

в настоящее время рнХи им. проф. а.л.По-
ленова стал центром по хирургическому лечению 
сложных форм эпилепсии, что в первую очередь 
отразилось в преобладании больных с большим 
стажем заболевания. в то же время длительность 
заболевания до поступления в нейрохирургиче-
ский стационар является управляемым показате-
лем и требует поиска путей решения проблемы.
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резюме
Хроническая боль – патологический процесс, изменяющий метаболизм всего организма. Цель: опре-

деление регуляторов плазминогена в ткани меланомы кожи и участков кожи, не связанных с опухолью, 
мышей-самок в динамике роста экспериментальной меланомы, воспроизведенной на фоне хронической 
нейрогенной боли. Материалы и методы. Меланома в16/F10 воспроизведена на фоне модели хрони-
ческой нейрогенной боли на самках мышей С57вL/6. определяли содержание плазмина, связанного с 
α-2-антиплазмином (рар), урокиназного (pro-uPA и uPA) и тканевого (pro-tPA и tPA) активаторов плазми-
ногена, рецептор uPA (uPAR), серпин-1 (PAI-1) методами иФа на стандартных тест-системах. Статисти-
ка: программа Statistica 10. результаты. При хронизации нейрогенного болевого синдрома установлены 
значимые изменения компонентов фибринолиза в коже самок мышей С57вL/6. После перевивки мела-
номы в16/F10 (1-3 недели), в коже и опухоли найдены: достоверно более высокое содержание рар, ре-
цептора uPAR (р<0,05), достоверно пониженное содержание pro-uPA и uPA, pro-tPA и tPA, PAI-1 (р<0,05), 
относительно данных группы сравнения (стандартная модель меланомы). заключение. результаты опре-
деления состояния тканевого фибринолиза в коже и опухоли самок мышей С57вL/6 свидетельствуют о 
том, что, при формировании опухоли на фоне хронической нейрогенной боли, плазмин, tPA, uPA, uPAR 
и PAI-1 играют ведущую роль в быстром росте и повышении злокачественности меланомы. изучение 
предлагаемой модели позволит прояснить многие вопросы канцерогенеза и генерализации злокачествен-
ного процесса.

ключевые слова: боль, меланома кожи, метастазирование, активаторы плазминогена, PAI-1
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Abstract
Background. Chronic pain is a pathologic process changing the whole body metabolism. objective: deter-

mination of plasminogen regulators in tissues of cutaneous melanoma and in the skin tissues not associated with 
the tumor in female mice in the dynamics of the growth of experimental melanoma with chronic neurogenic 
pain. Design and methods. в16/F10 melanoma with chronic pain was reproduced in female С57вL/6 mice. 
Plasmin-alpha2-antiplasmin complex (PAP), urokinase (pro-uPA and uPA) and tissue (pro-tPA and tPA) plasmin-
ogen activators, the uPA (uPAR) receptor and serpin-1 (PAI-1) were determined by ELISA using standard test 
systems. Results were analyzed using the Statistica 10 program. results. Chronic neurogenic pain was accom-
panied by significant changes in the fibrinolysis components in the skin of female С57вL/6 mice. After the в16/
F10 melanoma transplantation (1-3 weeks), skin and tumor tissues showed higher levels of рар and the uPAR 
receptor (p<0.05), decreased levels of pro-uPA and uPA, pro-tPA and tPA, and PAI-1 (p<0.05), compared to the 
comparison group (standard melanoma model). conclusion. Analysis of the state of the tissue fibrinolysis in the 
skin and tumors of female С57вL/6 mice demonstrated that during the tumor formation with chronic neurogenic 
pain, plasmin, tPA, uPA, uPAR and PAI-1 play a leading role in the rapid growth and increased malignancy of 
melanoma. The study of the proposed model will make it possible to clarify many questions of carcinogenesis 
and the generalization of the malignant process. Studying the model can clarify many issues of the carcinogene-
sis and progression of the malignant process.

Key words: pain, cutaneous melanoma, metastasis, plasminogen activators, PAI-1
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Список сокращений:
мрнК – матричная рнК
PAI-1 – активность серпина-1 (ингибитора-1  

активаторов плазминогена)
pro-PAI-1 – антигенная форма серпина-1 
pro-tPA – профермент активатора плазминогена 

тканевого типа

pro-uPA – профермент урокиназы
tPA – активатор плазминогена тканевого типа
uPA – активатор плазминогена урокиназного 

типа
uPAR – рецептор урокиназы 
рар – плазмин, связанный с α-2-антиплазмином
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введение
Хроническая боль перестраивает деятельность 

всех отделов центральной нервной системы, ухуд-
шая работу афферентных путей и их корковых 
центров, поскольку является длительно существу-
ющим доминантным очагом возбуждения [1-5]. в 
основе болевого синдрома и деструктивных про-
цессов лежит активация аутолиза, обусловленная 
накоплением в цитоплазме клеток лизосомальных 
ферментов [1,6]. известно, что внеклеточный фер-
ментативный каскад активаторов плазминогена ре-
гулирует пластичность нейронов и модификацию 
внеклеточного матрикса, а также является важным 
фактором долгосрочной регуляции метаболизма 
ЦнС [7]. Ферменты и ингибиторы каскада регуля-
ции плазминогена, регулирующиеся реципрокно, 
непосредственно участвуют как в санации, так и 
разрушении межклеточного матрикса, базальной 
и клеточных мембран, в том числе при онкологи-
ческих заболеваниях [8-10]. образование плазмина 
происходит под действием активаторов плазмино-
гена урокиназного (uPA) и тканевого (tPA) типов, с 
участием рецептора урокиназы uPAR, активность 
последних подавляется серпинами PAI-1 и PAI-2 
[9,10]. регуляторы плазминогена могут действовать 
аутокринно, модулируя внеклеточную протеолити-
ческую активность после повреждения нерва [3,7], 
что имеет решающее значение в развитии злокаче-
ственной трансформации и миграции клеток. Пока 
нет ответа на вопрос: участвует ли хроническая 
боль в прогрессии экспериментальных опухолей. 
идеальной моделью для решения этой задачи явля-
ется меланома в16/F10, спонтанно возникающая у 
основания уха мышей линии C57BL/6. некоторые 
механизмы повышения злокачественности этой 
меланомы, динамика ряда ферментов, задейство-
ванных в злокачественном росте, под влиянием 
хронической нейрогенной боли, уже были описаны 
[11,12], однако состояние каскада регуляции плаз-
миногена в сравнительном аспекте с традиционной 
моделью еще не исследовалось.

Цель исследования: определение компонентов 
каскада регуляции плазминогена в ткани меланомы 
кожи и участков кожи, не связанных с опухолью, 
мышей-самок в динамике роста эксперименталь-
ной меланомы в16/F10, воспроизведенной на фоне 
хронической нейрогенной боли.

материалы и методы
работа выполнена на самках мышей линии 

С57вL/6 (n=64), 8-недельного возраста с началь-
ной массой 24-26 г. Животные получены из ФГ-
бун «научный центр биомедицинских техноло-
гий «андреевка» ФМба (Московская область)». в 
работе использовали клеточную линию мышиной, 

метастазирующей в легкие, меланомы в16/F10, 
полученную из ронЦ им. н.н. блохина раМн (г. 
Москва). все исследования проводились в соответ-
ствии с требованиями и условиями, изложенными 
в «Международных рекомендациях по проведению 
медико-биологических исследований с использо-
ванием животных» и приказом Минздрава рФ № 
267 от 19.06.03 «об утверждении правил лабора-
торной практики».

распределение животных: основная группа – 
28 мышей, которым меланому в16/F10 воспроиз-
водили после создания модели хронической боли, 
и контрольная группа – 7 мышей с воспроизве-
денной моделью хронической нейрогенной боли 
без перевивки опухоли (контроль). в группу срав-
нения (стандартная модель меланомы) вошли 22 
мыши с перевивкой меланомы в16/F10 в тех же 
дозе и объёме, что и в основной группе, но без 
воспроизведения хронической боли. результаты 
сравнивали с данными исследования кожи 7 самок 
интактных мышей (нормой). Постановка экспери-
мента по перевивке меланомы на фоне хрониче-
ской нейрогенной боли подробно описана ранее 
[11,12]. При стандартной перевивке опухоль появ-
ляется в 100% случаев, достаточно быстро растёт 
и на 12-16 сутки роста метастазирует, преимуще-
ственно гематогенно, в легкие (60-90%), реже – в 
печень и селезенку [13].

в цитозольной фракции кожи и опухоли опре-
деляли содержание рар, pro-uPA и uPA, pro-tPA и 
tPA, uPAR, PAI-1 методами иФа на стандартных 
тест-системах. Статистика: программа Statistica 10 
c определением среднего и стандартного отклоне-
ния (M±m). различия между средними оценива-
лись с помощью критерия суммы рангов вилкоксо-
на и при p<0,05 считали значимыми. 

результаты
При исследовании цитозольной фракции ин-

тактной кожи (норма) у всех самок мышей уста-
новлено наличие рар, uPAR, tPA, uPA, PAI-1 (табл. 
1,2). Под влиянием нейрогенной хронической боли 
количество рар увеличилось в 2,5 раза, относи-
тельно нормы; pro-uPA и uPA снизились практи-
чески до полного истощения. Количество uPAR в 
коже увеличилось в 1,5 раза, сравнительно с ин-
тактными животными. уровень pro-tPA увеличил-
ся в 3,8 раза, а tPA снизился в 2,0 раза. одновре-
менно возрастало количество pro-PAI-1 в 1,3 раза и 
уменьшалось PAI-1 в 2,7 раза.

табл. 1
К окончанию 1 недели после перевивки мелано-

мы на фоне хронической нейрогенной боли в коже 
мышей основной группы возрастал уровень рар – в 
1,6 раза, pro-uPA – в 3,5 раза, uPA – в 2,0 раза (табл. 
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1), относительно контрольной группы с хрониче-
ской нейрогенной болью. Содержание обеих форм 
tPA и уровень pro-PAI-1 не изменились, а PAI-1 
уменьшился в 2,0 раза. в коже мышей группы срав-
нения через 1 неделю после стандартной перевивки 
меланомы увеличились, относительно показателей 
кожи интактных мышей без боли (нормы): рар – в 
1,3 раза, что было ниже, чем в основной группе в 3,1 
раза; pro-uPA и PAI-1 – в 5,2 и 4,1 раза, что на поря-
док выше, чем в основной группе; pro-PAI-1 – в 6,9 
раза, т.е. в 5,4 раза выше, чем в коже мышей основ-
ной группы. уровень tPA возрос в 1,7 раза и оказался 
в 2,7 раза выше, чем у мышей основной группы, а 
pro-tPA увеличился на порядок, относительно нор-
мы и был в 2,9 раза выше, чем в основной группе. 
уровень uPA снизился, сравнительно с нормой в 1,3 
раза, но был на два порядка выше, чем в основной 
группе. Количество uPAR не отличалось от значе-
ний, найденных в коже интактных мышей.

через 2 и 3 недели после перевивки только в 
коже мышей группы сравнения уровень обеих 
форм uPA оставался высоким (табл. 1). Содержа-
ние рар стабилизировалось примерно на одном 
уровне в коже всех животных; uPAR, после сниже-
ния в двухнедельный срок в группе сравнения, до-
стиг нормы у всех животных; обе формы uPA ста-

билизировались у всех животных. tPA снизился до 
нормы в группе сравнения и оставался стабильно 
пониженным в основной группе. Содержание pro-
PAI-1 еще повышалось через 2 недели в 2,2 раза и 
обе формы снижались в конце 3 недели: PAI-1 – до 
нормы, а pro-PAI-1 – в 6,1 раза, не достигая нормы. 

в ткани опухоли меланомы в16/F10 мышей 
основной группы через 1 неделю после перевив-
ки найдено достоверное увеличение уровня всех 
показателей, относительно кожи контрольных жи-
вотных с хронической нейрогенной болью, только 
уровень растворимого uPAR снижался в 1,3 раза 
(табл. 2). в группе сравнения в этот срок исследо-
вания опухоли еще не регистрировались.

табл. 2
через 2 недели наблюдения содержание рар в 

опухоли мышей основной группы превышало та-
ковое во все сроки исследования у мышей обеих 
групп. Количество растворимого uPAR через 2 не-
дели соответствовало норме в обеих группах, а че-
рез 3 недели оказалось самым высоким в опухоли, 
сформировавшейся на фоне хронической боли. Про-
урокиназа накапливалась в опухолях обеих групп, 
но у мышей группы сравнения содержание pro-uPA 
было на порядок выше и через 2, и через 3 недели 
эксперимента. активация pro-uPA в uPA в опухолях 

таблица 1. активность и содержание компонентов фибринолитической системы
в коже у самок мышей с меланомой в16/f10 на фоне нейрогенной хронической боли (m±m)

Показа-
тели 

интактные животные, 
кожа 1 неделя, кожа 2 недели, кожа 3 недели, кожа

без боли, 
норма С болью* Группа 

сравнения
основная 
группа*

Группа 
сравнения

основная 
группа*

Группа 
сравнения

основная 
группа*

рар 
(нг/г тк) 10,71±0,7 27,13±2,21 13,91±0,81 42,87±3,5 1 19,03±1,071,2 21,78±1,711 19,91±1,4 1 21,97±1,72 1

uPAR 
(пг/г тк) 56,06±4,5 84,10±7,21 56,03±4,7 77,10±6,5 43,75±3,71 63,08±4,9 65,36±5,6 57,20±4,8

uPA 
(ед/г тк) 1,611±0,10 0,013± 

0,00711 1,202±0,071 0,020± 
0,00171,2 1,814±0,11 0,021± 

0,00161 2,504±0,151,2 0,020± 
0,00151

pro-uPA 
(нг/г тк) 31,72±2,1 1,147±0,09 1 164,3±9,81 4,010±0,3 1 185,4±13,91 6,961±0,58 1,2 187,5±13,11 6,301±0,51 1

tPA 
(ед/г тк) 0,603±0,05 0,337±0,021 1,021±0,061 0,378±0,030 0,711±0,07 0,320±0,026 0,709±0,06 0,289±0,021

pro-tPA 
(нг/г тк) 0,404±0,02 1,457±0,11 4,106±0,3 1,401±0,11 2,622±0,181,2 1,722±0,1 1,2 2,014±0,131,2 2,214±0,15 1,2

PAI-1 
(ед/г тк) 24,01±0,16 8,803±0,61 98,51±7,41 4,460±0,35 1 83,12±5,31 5,856±0,47 1,2 24,06±1,4 2 10,61±0,8 1,2

pro-
PAI-1 

(нг/г тк)
9,911±0,4 12,67±0,91 68,52±5,21 12,70±0,98 150,1±7,61,2 12,16±0,96 24,51±1,8 1,2 12,39±0,94 

Примечание: 1 – различия достоверны, относительно данных соответствующих интактных животных (р<0,05); 
2 – различия достоверны, относительно предыдущего срока исследования (р<0,05). * Жирным шрифтом выделены 
данные групп мышей с нейрогенной болью.
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мышей группы сравнения происходила интенсив-
нее, чем основной, более чем в 100 раз во все сроки 
исследования (табл. 2). Содержание обеих форм tPA 
было максимальным через 2 недели после перевив-
ки опухоли в обеих группах мышей; через 3 недели 
наблюдали его снижение, и оно было более выра-
жено при развитии меланомы на фоне хронической 
боли. если активация pro-PAI-1 была заторможена 
при формировании нейрогенной боли, то после пе-
ревивки меланомы через 1 и 2 недели наблюдалось 
резкое увеличение количества обеих форм этого 
серпина у всех мышей и достоверное снижение че-
рез 3 недели, также у всех животных. однако в опу-
холях мышей группы сравнения через 2 и 3 недели 
его количество достоверно превышало таковое в 
опухолях мышей основной группы.

анализ наблюдений, полученных в ходе экспе-
римента, показал, что на фоне хронической боли 
перевивная меланома в16/F10 развивалась бы-
стрее: опухоли появлялись раньше (через 1 неде-
лю после перевивки), имели двухфокусный рост, 
100% синхронное метастазирование (на 1 неде-
ле), помимо традиционных мишеней (легких, пе-
чени, реже – селезенки), в нетрадиционные орга-
ны – сердце и матку. у мышей группы сравнения 
опухоли появлялись через 2 недели, метастазы 
регистрировались только через 4 недели (96,3% в 
легкое, позже – еще 14,8% в печень и селезенку). 
Сроки жизни животных с меланомой на фоне хро-
нической нейрогенной боли сокращались: средняя 
продолжительность жизни для мышей основной 
группы составляла 19,17±1,35 дней, мышей груп-
пы сравнения – 30,25±1,67 дня. 

обсуждение
Метаболические изменения, связанные с хро-

ническими болевыми состояниями изучены мало. 
Согласно исследованиям Ru-Rong Ji et al. [14], боль 
стимулирует синтез и освобождение цитокинов, 
хемокинов, факторов роста и многих других про-
теиназ из глиальных клеток во внеклеточное про-
странство. ранее Yamanaka н. et al. [2] обнаружили 
увеличение индукции мрнК для tPA и uPA в гангли-
ях дорзального корешка крысы после перерезки се-
далищного нерва. После этой манипуляции авторы 
фиксировали отсутствие иммунореактивности для 
uPA и отсутствие uPA-опосредованного протеоли-
за. иммунореактивность для tPA была увеличена 
и, что важно, наблюдалось возрастание tPA-зави-
симой протеолитической активности. Kozai T et al. 
[4] и Yamanaka H et al. [7] сообщали об экспрессии 
tPA в астроцитах дорсальных рогов спинного мозга 
и увеличение в них протеолитической активности 
после повреждения периферического нерва.

Хроническая нейрогенная боль в нашем экспе-

рименте вызывала существенную перестройку ме-
таболизма фибринолитической системы кожи самок 
здоровых мышей. После достижения хронизации 
болевого синдрома (2 недели) наблюдалось истоще-
ние обеих форм uPA, повышение содержания uPAR, 
накопление pro-tPA и pro-PAI-1, сопровождающиеся 
мощным выбросом плазмина и, как следствие, его 
специфического ингибитора α-2-антиплазмина с об-
разованием прочного комплекса рар.

литературные сведения [2-5,7,9,10,15] и наши 
результаты свидетельствуют о важной роли плаз-
мина, uPA, uPAR, tPA и PAI-1 в формировании ней-
ропатической боли. истощение pro-uPA и uPA в 
коже мышей на болевом фоне, можно объяснить их 
быстрой активацией с последующим гиперметили-
рованием ее днК [15,16]. Wu F et al. [15] сообщали, 
что после повреждения нерва экспрессия uPA ве-
лика, но непродолжительна, а взаимодействие uPA 
с uPAR способствует не только ремоделированию 
тканей, но и воспалению, хемотаксису, пролифера-
ции клеток, адгезии и миграции. авторы доказали, 
что нейроны высвобождают uPA в самой ранней 
фазе восстановления после травмы, причем этот 
uPA не влияет на выживаемость нейронов, а вме-
сте со своим рецептором способствует развитию 
структурных изменений в окружающей ткани.

увеличение содержания pro-uPA и активация в 
uPA на болевом фоне в нашем эксперименте, ско-
рее всего, происходили в ранние сроки после пе-
ревязки седалищного нерва, в связи с чем, через 2 
недели после моделирования болевого синдрома 
(перед перевивкой меланомы в16/F10) мы наблю-
дали их истощение в коже мышей. тем не менее, 
даже на фоне истощения pro-uPA и uPA, через 1 
неделю после перевивки меланомы в16/F10 на-
блюдался достоверный прирост pro-uPA и uPA и в 
коже, и в опухоли (зафиксирован выход опухолей 
и метастазов), и сохранение его через 2 и 3 неде-
ли. через 1 неделю после стандартной перевив-
ки меланомы в16/F10 наблюдалось значительное 
накопление pro-uPA в коже мышей, относительно 
данных интактных животных, и отсутствие его ак-
тивации в uPA, но наличие опухолей еще не реги-
стрировалось.

Paola Merino et al. [17] проверяя гипотезу о том, 
что связывание uPA с uPAR способствует регене-
рации аксонов, установили, что экспрессия uPAR 
возрастает сразу после травмы аксона, а активация 
механизмов опосредуемой им сигнализации спо-
собствует ремоделированию ткани. в проведенном 
эксперименте мы также фиксировали повышенное 
содержание uPAR в коже после хронизации ней-
рогенной боли, сравнительно с кожей интактных 
мышей.



 43том 5 №2 / 2018

Онкология / Oncology

Roberta Mazzieri et al. [18] показали, что дефи-
цит uPAR у мышей значительно снижет воспри-
имчивость к классическому воспроизведению 
канцерогенеза в коже, т.к. uPAR способствует 
пролиферации клеток и образованию опухолей. 
у мышей группы сравнения содержание uPAR в 
1 неделю не отличалось от нормы, а на 2 неделе 
было достоверно ниже. небольшое повышение 
uPAR регистрировалось только через 3 недели по-
сле перевивки меланомы. у контрольных мышей с 
нейрогенной болью уровень uPAR в коже был до-
стоверно повышен и в 1 неделю после перевивки 
меланомы у мышей основной группы оставался 
таким же, постепенно снижаясь до нормы к концу 
3 недели развития опухоли. есть данные, свиде-
тельствующие о том, что сигнальные пути, активи-
руемые uPAR, способствуют уходу раковых клеток 
от опухоли в неповрежденную ткань [19], что по-
вышает возможности метастазирования. Мембран-
ный uPAR, регулируя превращение плазминогена в 
плазмин, активирует клеточные сигнальные пути, 
опосредующие миграцию, адгезию, пролиферацию 
и дифференцировку клеток, причем в нейронах и 
их отростках uPAR диффундирует постоянно [15]. 
усиление миграции и инвазии опухолевых клеток 
осуществляется путем реализации сигнальных пу-

тей uPAR, независимо от ингибирования uPA [19] и 
PAI-1 [20]. у мышей дефицит uPA может означать 
его антиапоптозную роль [21], что препятствует 
гибели клеток, в том числе опухолевых.

основываясь на литературных данных и наших 
результатах, правомерно предположение о том, что 
при хронической нейрогенной боли и uPA, и pro-
uPA, оба активно связывающиеся с uPAR на кле-
точной мембране, теряют свойства растворимых 
ферментов и не попадают в зону определения их 
содержания (цитозольную фракцию), сохраняя при 
этом биологические свойства. Мы также допуска-
ем, что может иметь место направленный расход 
pro-uPA и uPA в модели хронической боли на вос-
становительные процессы после повреждения се-
далищного нерва. уровень растворимого uPAR в 
жидкостях здорового организма стабилен, но при 
раке повышается, т.к. uPAR конкурирует с uPA за 
участие во многих непротеолитических биологиче-
ских процессах, таких как миграция, адгезия, анги-
огенез и пролиферация клеток [21]. нельзя исклю-
чить, что при моделировании меланомы на фоне 
хронической нейрогенной боли повреждающие 
функции uPA выполняются посредством раствори-
мого рецептора uPAR, тем более что его содержа-
ние в коже мышей возрастает в модели нейроген-

таблица 2. активность и содержание компонентов фибринолитической системы
в опухоли у самок мышей с меланомой в16/f10 на фоне нейрогенной хронической боли (m±m)

Показатели 

интактные животные, 
кожа 1 неделя, опухоль 2 недели, опухоль 3 недели, опухоль

без боли, 
норма С болью*

Груп-
па 

срав-
нения

основная 
группа*

Группа 
сравнения

основная 
группа*

Группа 
сравнения

основная 
группа*

рар 
(нг/г тк)

10,71±0,7 27,13±2,2 1

П
оя

вл
ен

ие
 о

пу
хо

ли
 е

щ
е 

не
 р

ег
ис

тр
ир

ов
ал

ос
ь

60,77±5,02 1,2 36,51±1,2 1 75,84±6,1 1,2 36,43±1,8 1 50,93±4,01 1,2

uPAR 
(пг/г тк)

56,06±4,5 84,10±7,2 1 63,08±5,17 1,2 59,50±5,04 53,24±4,3 2 141,8±11,71,2 86,09±7,2 1,2

uPA 
(ед/г тк)

1,611±0,1 0,013±0,0011 0,033±0,0021,2 2,913±0,161 0,028±0,0021 2,822±0,161 0,027±0,0021

Pro-uPA 
(нг/г тк)

31,72±2,1 1,147±0,09 1 39,35±3,17 1,2 354,9±20,61 54,18±4,2 1,2 335,5±23,21 52,49±4,1 1

tPA 
(ед/г тк)

0,603±0,04 0,337±0,02 1 1,083±0,09 1,2 2,718±0,161 0,750±0,06 1,2 2,234±0,131 0,867±0,06 1

Pro-tPA 
(нг/г тк)

0,404±0,02 1,457±0,1 1 9,90±0,08 1,2 14,42±1,051 10,72±0,85 1 12,33±0,9 1 4,789±0,13 1,2

PAI-1 (ед/г 
тк)

24,01±0,16 8,803±0,7 1 22,67±1,8 2 129,1±7,7 1 24,23±1,9 1 71,12±4,2 1,2 10,05±0,8 2

Pro-PAI-1 
(нг/г тк)

9,911±0,4 12,67±0,9 1 27,78±2,2 1,2 161,1±9,6 1 23,97±1,9 1 79,53±6,3 1,2 18,01±1,5 1,2

Примечание: 1 – различия достоверны, относительно данных соответствующих интактных животных (р<0,05); 
2 – различия достоверны, относительно предыдущего срока исследования (р<0,05). * Жирным шрифтом выделены 
данные групп мышей с нейрогенной хронической болью.
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ной боли, а после перевивки сохраняется в коже и 
опухоли на достоверно более высоком уровне, чем 
в группе сравнения, где содержание uPAR возрос-
ло только через 3 недели. в эксперименте Miguel 
Angel Pavón et al. [20] показано, что ингибирова-
ние uPAR замедляет рост опухоли и снижает экс-
прессию генов, ассоциированных с метастазами, 
таких как MMP-2, MMP-9, VEGF-C, VEGF-D и 
VEGFR-3, а сам uPAR накапливается и усиливает 
преобразование плазминогена в плазмин.

в проведенном эксперименте содержание плаз-
мина в меланоме, растущей на фоне хронической 
боли, во все сроки исследования достоверно выше, 
чем при традиционной перевивке, а в коже оно 
выше только на 1 неделе, которая, тем не менее, 
оказалась решающей для формирования опухоли и 
ее метастазов.

увеличение tPA играет важную роль в развитии 
нейропатической боли после повреждения перифе-
рического нерва [3]. Этот вывод позже подтверж-
ден тем же коллективом [7], причем подчерки-
валось, что tPA участвует в процессах изменения 
пластичности нейронов и метаболических нару-
шениях в дорсальных рогах спинного мозга в не-
скольких моделях боли.

в модели нейрогенной хронической боли и далее, 
после перевивки меланомы, pro-tPA накапливался в 
коже и опухоли, но его активация в tPA замедлялась. 
При росте меланомы на фоне нейрогенной хрони-
ческой боли количество tPA в коже сохранялось на 
прежнем уровне, соответствуя данным контрольной 
группы, а pro-tPA постепенно накапливался от 1 к 3 
неделе эксперимента. в опухоли активация pro-tPA 
в tPA осуществлялась, но менее интенсивно, чем в 
группе сравнения. у мышей группы сравнения в 
1-2 недели исследования количество pro-tPA в коже 
было достоверно выше, и его активация в tPA про-
исходила вдвое активнее. через 3 недели количество 
pro-tPA в коже обеих групп мышей было практиче-
ски одинаковым, а содержание tPA в коже и опухоли 
стабилизировалось у всех животных.

Yamanaka H. et al., [3,7], изучая динамику uPA, 
tPA и PAI-1 в развитии нейрогенной боли, выяви-
ли, что совместная экспрессия PAI-1 и PAI-2 с tPA 
и uPA в нейронах достигает пика в 1-3 день после 
травмы периферического нерва, а затем снижается. 
авторы считают, что оба PAI могут действовать ау-
токринно, модулируя внеклеточную протеолитиче-
скую активность после повреждения нерва. Miguel 
Angel Pavón et al. [20] сообщают, что PAI-1 может 
действовать как «переключатель» между пролифе-
рацией и миграцией опухолевых клеток. авторы 
указывают, что PAI-1 ингибирует апоптоз, одно-
временно уменьшая пролиферацию опухолевых 

клеток, что является необходимым условием их 
миграции и приобретения свойств стволовых кле-
ток рака. Подтверждена непосредственная связь 
PAI-1 с эпителиально-мезенхимальным переходом 
и ключевая роль PAI-1 в индукции инвазивного и 
мигрирующего фенотипа злокачественных клеток.

Хроническая нейрогенная боль достоверно уве-
личивала содержание pro-PAI-1 в коже, относитель-
но нормы, и этот уровень стабильно сохранялся в 
коже после перевивки меланомы с умеренной акти-
вацией в PAI-1 и увеличивался в опухоли с усилени-
ем активации. традиционная перевивка меланомы 
показывала достоверно более высокое содержание 
pro-PAI-1 в коже и опухоли, но его активация сохра-
нялась на повышенном уровне только на 2 неделе 
после перевивки, а на 3 неделе снижалась до нормы. 
Это позволяет предполагать различную роль PAI-1 в 
развитии опухоли при стандартной перевивке и на 
фоне хронической нейрогенной боли.

заключение
в представленном эксперименте меланома, вос-

произведенная на фоне хронической нейрогенной 
боли, регистрировалась у мышей основной группы 
раньше, чем у группы сравнения. Мы наблюдали 
и ранние сроки появления, и более широкую «гео-
графию» локализации метастазов. более высокое 
содержание в меланоме у мышей с нейрогенной бо-
лью плазмина и uPAR (относительно группы срав-
нения) подтверждает их ведущую роль в развитии 
этой опухоли. урокиназа, вероятно, уже была исто-
щена болью (как и в эксперименте Wu F. et al. [15]) в 
2-недельный срок исследования, перед перевивкой, 
и, несмотря на достоверный прирост, сохранила этот 
уровень в течение 3 недель после перевивки. одна-
ко, относительно соответствующей контрольной 
группы с болью, прирост uPA в опухоли и коже в 1-3 
недели после перевивки был выше, чем у мышей с 
традиционной меланомой, данные которых сравни-
вали с нормой. учитывая динамику uPAR и PAI-1в 
коже животных, велика вероятность того, что хро-
ническая боль, еще до перевивки злокачественной 
меланомы, активирует в коже мышей факторы, тра-
диционно создающие условия для роста и развития 
этой злокачественной опухоли. Pro-tPA болью не по-
давлялся, но замедлялась его активация в tPA во все 
сроки исследования, из чего можно заключить, что 
tPA-зависимый протеолиз, зафиксированный мно-
гими исследователями при нейрогенной боли, ини-
циируется в большой степени его проферментом, к 
тому же, функции плазмина различаются, в зависи-
мости от того, где он образуется, и какой активатор 
этому способствует [22].

таким образом, мы показали, что плазмин, tPA, 
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uPA, uPAR и PAI-1, наряду с матричными металло-
протеиназами [23], а также факторами роста [12,24], 
играют ведущую роль в быстром росте и повыше-
нии злокачественности меланомы, развивающейся 
на фоне хронической нейрогенной боли. роль PAI-1 
в этом случае может заключаться в индукции мигри-
рующего фенотипа злокачественных клеток. 

наши экспериментальные данные не демон-
стрируют окончательной причинно-следственной 
связи между наличием хронической нейрогенной 
боли и быстрым развитием меланомы с немедлен-
ным метастазированием. Мы предлагаем модель, 
которая позволит при дальнейшем изучении найти 
ответы на многие вопросы, касающиеся канцероге-
неза и генерализации злокачественного процесса.
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резюме
Эпигенетические механизмы контролируют наследственные и ненаследственные изменения в экс-

прессии генов, не затрагивая структурные изменения в их нуклеотидной последовательности. К числу 
известных эпигенетических механизмов относятся ковалентные модификации хроматина, такие как ме-
тилирование днК; метилирование, фосфорилирование, убиквитинирование, ацетилирование и глико-
зилирование гистонов. Эти процессы связаны с адаптацией структурной и функциональной организа-
ции хроматина к локальным физиологическим и метаболическим нуждам клетки в ответ на постоянно 
изменяющиеся условия внешней среды. нарушение механизмов эпигенетической регуляции напрямую 
или косвенно связано с множеством заболеваний, а факт потенциальной обратимости эпигенетических 
модификаций делает перспективным поиск методов коррекции патологий, связанных с эпигенетическим 
перепрограммированием. 

Экспериментальные подходы к изучению эпигенетических механизмов могут показаться сложными 
начинающему исследователю, так как являются трудоемкими, требуют опыта выполнения сложных экс-
периментальных задач. в нашей работе мы описали и проанализировали протоколы подготовки образ-
цов для изучения метилирования днК и модификаций гистонов. Представленные протоколы являются 
результатом интеграции и адаптации методических подходов, описанных в различных изданиях. все 
экспериментальные процедуры мы тестировали на клеточных моделях жировой дифференцировки ме-
зенхимальных стволовых клеток. Протоколы будут полезны как исследователям, изучающим механизмы 
эпигенетической регуляции конкретных генов, так и для проведения исследований, включающих полно-
геномное картирование определённых эпигенетических модификаций, а также могут быть адаптированы 
для иммунопреципитации любых регуляторных комплексов днК-белок.

ключевые слова: эпигенетические модификации, иммунопреципитация метилированной днК, им-
мунопреципитация хроматина.
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Abstract
Epigenetic changes are defined as inherited/non-inherited modifications that control alterations in gene ex-

pression without any structural changes in their nucleotide sequence. Epigenetic mechanisms include DNA 
methylation, methylation, phosphorylation, ubiquitination, acetylation and glycosylation of histones. These pro-
cesses are associated with the adaptation of the structural and functional organization of chromatin to the local 
physiological and metabolic changes in response to environmental conditions. It is known by now that the 
number of diseases is associated with disruptions in the mechanisms of epigenetic regulation; however, epigen-
etic changes are dynamic and their potential reversibility makes them the promising targets for pharmaceutical 
interventions to correct alterations associated with epigenetic reprogramming. 

Experimental approaches to the investigation of epigenetic mechanisms may seem complicated, since they 
all are time-consuming and require experience in performing complex experimental tasks. In our work, we 
present the protocols for the preparation of samples for the study of DNA methylation and histone modifications 
that are the result of integration and adaptation of the methodological approaches described in various scientific 
publications. All experimental procedures we tested on the cellular models of adipogenic differentiation of mes-
enchymal stem cells. These protocols will be useful for those who plan to study the mechanisms of epigenetic 
regulation of specific genes, or for full-genome mapping of certain epigenetic modifications; these protocols can 
also be adapted for immunoprecipitation of any regulatory DNA-protein complexes.

Key words: epigenetic modifications, methylated DNA immunoprecipitation, chromatin immunoprecipitation

For citation: Ignatieva E.V., Smirnov D.D., Kostareva A.A., Dmitrieva R.I. Sample preparation for down-
stream analysis of epigenetic modifications (DNA methylation and histone modifications) in the regulation of 
gene expression. Translyatsionnaya meditsina= Translational Medicine. 2018; 5 (2):pages. (In Russ.)

Список сокращений: 
ПЦр – полимеразная цепная реакция

Эпигенетические механизмы контролируют 
изменение активности генов, не затрагивая после-
довательность днК, но оказывая влияние на вза-
имодействие между днК-последовательностью и 
вариабельными регуляторными структурами гено-
ма. Эпигенетические механизмы включают в себя 

такие ковалентные модификации хроматина как 
метилирование днК, метилирование, фосфори-
лирование, убиквитинирование, ацетилирование и 
гликозилирование гистонов; добавление и удаление 
этих модификаций катализируется ферментами, 
активность которых опосредована специфичны-
ми субстратами, кофакторами и аллостерически-
ми регуляторами, наличие которых определяется 
конкретными физиологическими условиями и/или 
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метаболическим статусом клетки [1-3]. Эпигенети-
ческое перепрограммирование, вызванное взаимо-
действием клетки с внешними условиями, может 
приводить к развитию наследуемых функциональ-
ных изменений в органах и тканях, а также к фор-
мированию клонов клеток с новыми, в том числе 
патологическими свойствами, без изменений в по-
следовательности днК. 

Эпигенетические модификации могут пере-
даваться потомству и поддерживаться в последу-
ющих поколениях даже тогда, когда устранены 
внешние стимулы, вызывающие конкретный эпи-
генетический механизм перепрограммирования. 
в то же время, потенциальная обратимость эпиге-

нетических модификаций создает хорошие пред-
посылки для поиска эффективных подходов к те-
рапии заболеваний, связанных с эпигенетическим 
перепрограммированием. именно поэтому выяв-
ление возможной роли эпигенетических механиз-
мов в возникновении, развитии, наследовании и 
лечении широкого спектра заболеваний становится 
популярным, а часто и необходимым этапом совре-
менных медико-биологических исследований. 

Экспериментальные подходы к изучению эпиге-
нетических модификаций можно разделить на две 
группы: (а) исследования направленные на опреде-
ление того, как конкретные эпигенетические про-
цессы регулируют активность генов интереса и 

рисунок 1. принципы экспериментальных подходов к изучению эпигенетических модификаций

Методы иммунопреципитации метилированной днК (MeDIP – methylated DNA immunoprecipitation) и имму-
нопреципитации хроматина (ChIP – chromatin immunoprecipitation) используют преципитацию эпигенетически мо-
дифицированных фрагментов днК/хроматина специфическими антителами. Применяя антитела к 5-метилцитози-
ну, получают фракции днК, обогащённые метилированными последовательностями. С использованием антител, 
специфичных к различным модификациям гистонов, выделяют фрагменты днК, связанные с модифицированными 
гистонами. Полученные путём иммунопреципитации последовательности днК затем возможно анализировать, 
применяя гибридизацию на микрочипах (ChIP-on-chip/MeDIP-сhip), прямую ПЦр-амплификацию локусов интере-
са (PCR, qPCR) или секвенированием (ChIP-seq /MeDIP-seq).
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получение образцов метилированных 
фрагментов днк (meDiP) для дальнейшего 
анализа

получение образцов фрагментов днк, 
ассоциированных с модифицированными 
гистонами (chiP) для дальнейшего анализа

1. выделение днк из клеточной культуры 1. получение клеточного препарата, 
фиксирование хроматина, (днк-протеин 
связывание)

Клетки отмывают от культуральной среды теплым фосфатным буфером и обрабатывают трипсином. 
Полученную суспензию клеток промывают фосфатным буфером с 2% бычьей фетальной сыворотки 
для нейтрализации трипсина, центрифугируют при 300×g 7 минут, супернатант удаляют и отмывают 
клетки от следов сыворотки теплым фосфатным буфером два раза. Считают клетки.

Способ выделения геномной днК на 
анализ метилирования не влияет. однако 
чрезвычайно важна тщательная очистка днК 
от ассоциированных с ней белков, таких как 
гистоны, и рнК. 
в нашей работе днК из культур клеток 
выделяли с помощью коммерческого набора 
FlexiGene (Quiagen, UK), с ферментатив-
ной обработкой образцов протеиназой К при 
65°C-68°C в течение двух часов или ночи1. 
оценку количества и качества выделенной днК 
производили с помощью днК-электрофореза в 
агарозном геле, спектрофотометра NanoDrop 
ND-1000 (TermoFisher Scientific; Wilmington, 
DE). для дальнейшего использования в рабо-
ту брали только те образцы днК, спектраль-
ные характеристики которой были: A260/280 
= 1,8-2,0 (свидетельство отсутствия в образце 
контаминирующих белков); A260/A230 > 1.8 
(отсутствие следов Эдта, углеводов, фенола).

добавляют 500 мкл фосфатного буфера, если 
клеток меньше, чем 2×106 и 1 мл, если клеток 
от 2×106 до 10×106. Переносят полученную 
суспензию клеток в 1,5 мл пробирку2. К 500 
мкл полученной суспензии добавляют 14 мкл 
формальдегида (36,5% сток, SIGMA) или PFA 
из расчета получения конечной концентрации 
PFA 1%. инкубируют 10 минут при комнатной 
температуре, после чего инактивируют PFA 
глицином (28 мкл 2,5 М раствора глицина). ин-
кубируют 5 минут при комнатной температуре. 
затем центрифугируют клетки при 470×g в те-
чение 10 минут при 4˚С, супернатант удаляют, 
ресуспендируют клетки в 500 мкл холодного 
фосфатного буфера2, центрифугируют при 
470×g в течение 10 минут при 4˚С. Повторя-
ют процедуру отмывания два раза. После это-
го клетки можно быстро заморозить и хранить 
при -70˚С в течение месяца.

(б) исследования, дизайн которых включает в себя 
полногеномное картирование эпигенетических мо-
дификаций в тех или иных экспериментальных или 
физиологических условиях. 

общим этапом для многих экспериментальных 
подходов, направленных как на исследование эпи-
генетических модификаций, которые участвуют в 
регуляции конкретного гена интереса, так и на пол-
ногеномное картирование конкретной эпигенетиче-
ской модификации, является обогащение исследу-
емого образца модифицированными фрагментами 
хроматина/днК. для достижения этой цели обычно 
используют метод иммуноосаждения метилирован-
ных фрагментов днК с применением антител к ме-
тилированному цитозину анти-5›mC или иммуноо-
саждение модифицированных участков хроматина с 
применением антител, специфичных к различным 
модификациям гистонов. общая схема эксперимен-

тальных подходов к изучению эпигенетических мо-
дификаций представлена на рисунке 1.

в данной работе мы представляем детальный 
анализ основных этапов подготовки образцов для 
исследования эпигенетических модификаций с 
использованием иммуноосаждения как метода 
обогащения исследуемого образца днК или хро-
матина эпигенетически модифицированной фрак-
цией. Протоколы тестировались с использованием 
клеточных моделей жировой и мышечной диффе-
ренцировки взрослых стволовых клеток, хорошо 
охарактеризованных в наших предшествующих 
проектах [4,5].

 
экспериментальные процедуры
Сравнительный анализ протоколов иммунопре-

ципитации метилированных фрагментов днК и 
иммунопреципитации хроматина.
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2. ультразвуковая фрагментация днк

для иммунопреципитации требуется 5 мкг 
геномной днК, растворенной в 250 мкл 
фосфатно-солевого буфера, поэтому к нужному 
объёму днК в воде добавляется 25 мкл 10×PBS, 
и объём пробы доводится до 250 мкл. затем 
днК подвергается обработке ультразвуком для 
разбиения на низкомолекулярные фрагменты 
случайной длины. 

2. лизирование клеток, фрагментация 
хроматина

К полученному осадку добавляют 180 мкл 
лизирующего буфера (табл.5) на 2×106 
клеток. в случае большего образца объем 
буфера увеличивают, но не более чем до 250 
мкл. встряхивают и оставляют для заверше-
ния лизирования на льду в течение 5 минут. 
аккуратно пипетируют при необходимости. 

Фрагментацию днК и хроматина производят ультразвуком с использованием оборудования Bioruptor 
(Diagenode) при режиме 30 сек ON/OFF на высокой энергии 3-4 раза по 10 минут.
необходимо помнить, что эффективность фрагментации зависит от типа клеток, условий 
фиксирования хроматина, объема образца. в связи с этим может возникнуть необходимость в 
оптимизации протокола фрагментации для достижения размера фрагментов 200-500 bp. 

Эффективность фрагментации анализируют 
в 1.5% агарозном геле с соответствующим 
маркером.3

Фрагментированный образец центрифугируют 
при 10000×g в течение 10 минут при 4˚С. 
Переносят супернатант в новую пробирку. 
избегают верхнего слоя (жировые капли в 
случае препаратов жировой ткани) и осадка. на 
этом этапе хроматин можно заморозить.

из полученного препарата отбирают 
10 мкл хроматина для анализа качества 
фрагментации. Подготовка образца хроматина 
к анализу производится следующим образом: 
к 10 мкл хроматина добавляют 1 мкл RNAase 
(используют сток 500 ng/mkl, конечная кон-
центрация 50 ng/mkl). инкубируют 20 минут 
при 37˚С. затем добавляют 190 мкл буфера 
для элюции (табл.6), если объем образца был 
больше, чем 10 мкл, следует добавить буфер 
до получения общего объема 200 мкл. добав-
ляют 5 мкл протеиназы К (из стока 2 мг/мл) и 
инкубируют при 68˚С 500 rpm на термомиксере 
два часа или в течение ночи. из полученного 
образца выделяют днК, как описано в пункте 
74. растворяют в 10 мкл MQ н2о и анализиру-
ют в 1.5% агарозном геле с соответствующим 
маркером.
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3. иммобилизация специфичных анти-
5mec антител на магнитных частицах

50 мкл магнитных бусинок Dynabeads® Pan 
Mouse IgG (Life Technologies, СШа) переносят 
в отдельную пробирку, и пробирку помещают 
на магнитный штатив во льду или в холод-
ной комнате при 4°C . Супернатант убирают. 
Снимают пробирку со штатива; аккуратно 
встряхивая, ресуспендируют бусинки в 750 мкл 
Block Solution 1 (табл.1) и в течение 5 минут 
при 4°C вращают пробирку на ротаторе. затем 
на магнитном штативе при 4°C или на льду 
удаляют супернатант, повторяют процеду-
ру промывки Block Solution 1, затем убирают 
надосадочную жидкость на магнитном штативе 
и центрифугируют магнитные частицы при 4°C и 
1500×g в течение 3 минут. осаждённые бусинки 
аккуратно ресуспендируют в 230 мкл Block So-
lution 2 (табл.2) и добавляют к суспензии 5 мкг 
моноклональных антител к 5-метилцитозину 
(Eurogentec, BI-MECY-0100). Полученную 
суспензию инкубируют на протяжении 6 
часов или в течение ночи на ротационном 
перемешивателе при 4°C. на следующий 
день пробирки с подготовленными бусинками 
откручивают быстро на миницентрифуге, 
чтобы собрать все бусинки на дне, и помеща-
ют их в магнитном штативе на лед. убирают 
супернатант и проводят два цикла промывки 
от несвязавшихся антител, включающие в себя 
ресуспендирование в 750 мкл Block Solution 2 и 
удаление надосадочной жидкости на магнитном 
стенде. Конъюгированные с антителами 
магнитные частицы ресуспендируют в 50 мкл 
Block Solution 2.

3. иммобилизация на магнитных частицах 
антител, специфичных  
к модифицированным гистонам.5 

для иммуноосаждения используют магнитные 
бусинки Dynabeads «Protein A» или «Protein 
G» в зависимости от того, антитела како-
го вида используются. Перед использо-
ванием бусинки следует хорошо встрях-
нуть на вортексе до получения гомогенной 
суспензии. рассчитывают количество бусинок, 
необходимых для проведения эксперимента 
(100 мкл на образец), помещают их в пробирку 
1,5 мл и отмывают в 2,5 объеме RIPA буфера 
(табл.7). Помещают пробирку на магнит на 1 
минуту и удаляют буфер. Повторяют отмывку 
еще раз, после чего ресуспендируют бусинки в 
10× объеме RIPA буфера. в подготовленные и 
подписанные пробирки на 0,2 мл добавляют 100 
мкл подготовленных бусинок и 2,5 мкг антител. 
инкубируют на ротационном перемешивателе 
при 40 rpm 2 часа или в течение ночи при 4˚С.

4. денатурация днк

Фрагментированную днК денатурируют в 
течение 10 минут при 95°C и затем охлаж-
дают в течение 10 минут во льду7. денатури-
рованную днК делят на две фракции. одна 
фракция (50 мкл днК, растворённой в PBS и 
подвергнутой ультразвуковому дроблению) 
затем используется как полногеномный 
референс (INPUT), другая (200 мкл того же 
раствора) – для иммунопреципитации. 

4. подготовка хроматина  
к иммуноосаждению

Количество хроматина в образце определяют 
на спектрофотометре Nanodrop по поглощению 
на а260. рабочая концентрация для 
иммуноосаждения соответствует поглощению 
2 U/mkl, соответственно до такой концентрации 
следует разбавить образец RIPA буфером без 
SDS6. 100 мкл хроматина отбирают в отдельную 
пробирку для дальнейшего использования 
в качестве референсного образца (INPUT), 
остальную часть образца используют для 
иммунопреципитации.
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5. иммунопреципитация метилированных 
фрагментов днк

К 50 мкл подготовленных бусинок добавляют 
200 мкл денатурированной днК и 250 мкл 
2×IP (табл.3) буфера. Преципитацию проводят 
в течение ночи, на ротаторе, при +4ºС. После 
этого помещают пробирки в магнитный 
штатив на льду и удаляют супернатант. да-
лее магнитные частицы промывают от 
неспецифически связанных фрагментов днК 
буфером IP Wash (табл.4). для этого снимают 
пробирки со штатива, бусинки ресуспендируют, 
аккуратно встряхивая, в 1 мл буфера и вращают 
на ротаторе в течение 3 минут при +4ºС. Снова 
удаляют супернатант на магнитном штативе и 
повторяют процедуру ещё дважды.

5. иммунопреципитация фрагментов 
хроматина ассоциированных  
с модифицированными гистонами

Пробирки с подготовленными бусинками 
откручивают быстро на миницентрифуге, чтобы 
собрать все бусинки на дне и помещают их в маг-
нитном штативе на лед. удаляют супернатант. 
добавляют 100 мкл подготовленного 
хроматина и инкубируют в течение 2 часов 
на ротационном перемешивателе при 40 rpm 
при 4˚С. Сбрасывают на миницентрифуге 
весь материал на дно пробирки, помещают 
пробирки в магнитном штативе на лед и 
удаляют супернатант. добавляют 100 мкл RIPA 
буфера и инкубируют 4 минуты на rotator при 40 
rpm при 4˚С. удаляют супернатант и повторяют 
отмывку еще два раза. затем отмывают бусинки 
в 100 мкл TE буфер (pH 8), крутят rotator при 
40 rpm при 4˚С, переносят бусинки в новые 
пробирки и удаляют TE буфер.

6. отмывка и элюирование метилированной 
фракции днк с магнитных частиц

6. отмывка и элюирование фракции днк, 
ассоциированной с модифицированными 
гистонами 

добавляют в каждую пробирку с бусинками по 150 мкл Elution Buffer (табл.6), содержащего 1% SDS 
и 50 ng/mkl Proteinase K. инкубируют образцы с протеиназой 2 часа или в течение ночи при 68˚С 
на 1300 rpm. Сбрасывают материал на миницентрифуге и собирают супернатант в 1,5 мл пробирку. 
К бусинкам добавляют ещё 150 мкл Elution Buffer (1% SDS и 50 ng/mkl Proteinase K) и вымывают 
остатки образца в течение 5 минут при 68˚С на 1300 rpm. Собирают супернатант в ту же пробирку. 
в результате получается 300 мкл экстракта. затем добавляют по 200 мкл Elution Buffer, чтобы по-
лучить образцы объемом 500 мкл для очистки днК (увеличение объема увеличивает выход днК).

К 50 мкл контрольного образца днК IN-
PUT добавляют 450 мкл Elution Buffer 
(табл.6), и затем оба образца – INPUT и 
иммунопреципитированный – процессируются 
одинаково. 

К 100 мкл исходного образца хроматина INPUT 
добавляют 200 мкл Elution Buffer содержащего 
1% SDS и 50 ng/mkl Proteinase K. инкубируют 
с протеиназой 2 часа или в течение ночи при 
68˚С на 1300 rpm. затем добавляют 200 мкл 
Elution Buffer, чтобы получить 500 мкл.
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7. экстракция днк

1. К 500 мкл образца добавить 500 мкл смеси фенол-хлороформ-изоамиловый спирт (24:24:1)
2. Перемешать, аккуратно переворачивая пробирку несколько раз, и центрифугировать на 15000×g 
5 минут
3. аккуратно перенести верхнюю фазу в новую пробирку
4. добавить 450 мкл смеси хлороформ-изоамиловый спирт (24:1)
5. Перемешать, аккуратно переворачивая пробирку несколько раз, и центрифугировать на 15000×g 
5 минут
6. аккуратно собрать верхнюю фазу и перенести в новую пробирку
7. добавить 40 мкл (0,1 объема) 3М Na-acetate, 10 мкл акриламида или гликогена для визуализации 
осадка и 1 мл холодного 96% спирта и оставить при -80˚С на 2 часа или в течение ночи для осаждения 
днК9 
8. Центрифугировать при 20000×g 15 минут при 4˚С
9. удалить супернатант и высушить днК в открытой пробирке
10. растворить в 10 мкл MQ н2о

8.  контроль эффективности иммуно- 
осаждения метилированных фрагментов 
днк осуществлялся с использованием 
полимеразной цепной реакции (ПЦр) для 
стабильно метилированного гена контроля 
области импринтинга H19 ICR, а ген домашнего 
хозяйства UBE2B использовался в качестве 
контроля для неметилированных фрагментов 
[6]. Последовательность праймеров для ПЦр-
реакций представлена ниже.

UBE2B-F ACCCGTTCTAAACGCGTCA
UBE2B-R CACTAGTTTAGGCTCGGCGG
H19ICR-F GAGCCGCACCAGATCTTCAG
H19ICR-R TTGGTGGAACACACTGTGATCA

условия ПЦр-реакции на этапе контроля 
качества необходимо подбирать для каждой 
серии образцов индивидуально: количество 
днК-матрицы и число циклов подбирают 
таким образом, чтобы в INPUT образце на 
электрофорезе была видна четкая линия 
продукта амплификации UBE2B, а в образце 
IP была видна четкая линия продукта 
амплификации стабильно метилированного 
гена контроля области импринтинга 
H19ICR. Эффективность иммуноосаждения 
определяется по соотношению интенсивности 
полос H19ICR / UBE2B в INPUT/IP образцах. 
типичные результаты контроля качества 
полученных образцов показаны на рисунке 2 
(б, в).
итоговое количество выделенной днК – 500-
700нг.

8. контроль качества полученного образца

для подтверждения качества выполнения 
эксперимента можно использовать профиль 
эпигенетических модификаций промоторной 
области гена, про который известно, как он ведет 
себя в данных экспериментальных условиях. 
роль различных модификаций хроматина в 
регуляции транскрипции подробно описана в 
обзоре [7]. в наших условиях таким примером 
может быть ген GAPDH, промотор которого 
всегда «помечен» маркером H3K4me3 и не со-
держит меток H3K9me3 и H3K27me3. Контроль 
качества осуществляют с использованием ПЦр 
в реальном времени8. во всех эксперимен-
тальных условиях промоторная область гена 
GAPDH была «помечена» маркером H3K4me3 
и содержала минимальное количество меток 
H3K9me3 и H3K27me3 (рис. 3а, в). результаты 
ПЦр в реальном времени следует анализировать 
согласно рекомендациям журнала Clinical 
Chemistry [8], дизайн праймеров к промоторным 
областям можно выполнять с использованием 
базы данных http://epd.vital-it.ch/human/human_
database.php
в этой же базе данных есть информация об 
уже известных эпигентических модификациях 
хроматина для разных типов клеток.



 55том 5 №2 / 2018

Экспериментальные исследования / Experimental studies

комментарии к экспериментальным 
процедурам

1. Следует обратить особое внимание на этап 
инкубирования образца с протеиназой К. в данном 
протоколе он является ключевым, так как очень 
важно освободить метилированные участки днК 
от белков/гистонов, для того чтобы антитела могли 
свободно взаимодействовать с эпитопом. 

2. если планируется исследование ацетилиро-
вания хроматина, к суспензии добавляют 20 mM 
бутирата натрия (Na-butyrate), который является 
ингибитором деацетилаз хроматина.

3. все процедуры производятся на льду; в при-
сутствии коктейля ингибиторов протеиназ, PMSF 
и в случае необходимости бутирата натрия. длина 
фрагментов днК и хроматина имеет важное зна-
чение для успешной реализации эксперимента: 

они должны быть достаточно короткими, чтобы 
обеспечить специфичность анализа, но и доста-
точно длинными для осуществления ПЦр реак-
ции как на этапах контроля качества образца, так 
и на этапах анализа результатов, если дизайн экс-
перимента предусматривает такой анализ. таким 
оптимальным диапазоном длины фрагментов яв-
ляется 150-500 пар оснований с пиком на 250-300. 
в случае, если предложенные условия протокола 
ультразвуковой фрагментации не позволяют до-
биться нужной длины фрагментов, условия следу-
ет откорректировать. если фрагменты получились 
слишком длинными, допускается провести допол-
нительный цикл фрагментации и, убедившись, что 
полученный образец соответствует заданным кри-
териям, использовать его в эксперименте. Следует 
также учитывать, что установка ультразвукового 

рисунок 2. анализ образцов, полученных в результате иммунопреципитации метилированных 
фрагментов днк 

(а) анализ влияния режима ультразвуковой фрагментации геномной днК на размер полученных фрагментов. 
Sample 1: н/1 цикл; Sample 2: н/2 цикла; Sample 3: н/3 цикла; sample 4: н/4 цикла. (б-в) Контроль эффективно-
сти иммуноосаждения метилированных фрагментов днК. Гель-электрофорез для визуализации ПЦр с праймерами 
к стабильно метилированному гену контроля области импринтинга H19 ICR (б) и с контрольными праймерами 
к неметилированной области – промотору гена домашнего хозяйства UBE2B (в). (Г) Пример анализа динамики 
метилирования промоторных областей гена PPARg (промотор 1 и промотор 2) в ходе жировой дифференцировки 
стромальных клеток подкожной жировой клетчатки. 

INPUT – контрольная (геномная) днК; IP – иммуноосаждённая (антителами к 5-метилцитозину) днК.



 56 том 5 №2 / 2018

Экспериментальные исследования / Experimental studies

дробления Bioruptor имеет разные типы штативов 
для пробирок и объем материала в образце имеет 
значение для поддержания стабильной эффектив-
ности дробления: в пробирки на 2 мл следует поме-
щать не больше 250 мкл материала, а в пробирки на 
0.5 мл – не больше 100 мкл. также не рекомендует-
ся перегружать образец материалом, и в случае вы-
сокой концентрации днК или хроматина следует 
разделить образец на несколько частей. Эффектив-
ность фрагментации будет стабильна только в об-
разцах с сопоставимой концентрацией. на рисунке 
2 (а) показаны примеры ультразвуковой фрагмен-
тации разной эффективности. 

4. все объемы реагентов уменьшить в соответ-
ствии с тем, что объем исходного образца 200 мкл, 
а не 500.

5. на начальных этапах отработки условий им-
мунопреципитации рекомендуется использовать 
образец неспецифичных антител (IgG) в качестве 
отрицательного контроля. 

6. разбавляют образец не только для того, что-
бы привести в соответствие количество хромати-
на с количеством антител и «бусинок», которые 
используют для иммуноосаждения, но и для того, 
чтобы снизить концентрацию SDS в рабочем рас-
творе, так как SDS может препятствовать связыва-

рисунок 3. пример анализа эпигенетических модификаций хроматина с использованием пцр  
в реальном времени

(а,б) анализ эпигенетических модификаций ассоциированных с промоторной областью гена GAPDH. 
(в,Г) анализ эпигенетических модификаций ассоциированных с промоторной областью гена PPARg2. 
на панелях а-б показано, что во всех экспериментальных условиях промоторная область гена GAPDH «по-

мечена» H3K4me3 модификацией (количество сопоставимо со значениями, полученными для исходного образца 
INPUT), и содержит минимальное количество меток H3K9me3 и H3K27me3, сопоставимое со значениями, получен-
ными для отрицательного контроля (IgG). для сравнения мы показываем профиль распределения эпигенетических 
меток в промоторной области гена PPARg2 (в-Г): распределение эпигенетических меток может свидетельствовать 
как о неоднородности исследуемой клеточной популяции, так и о динамике эпигенетических модификаций хро-
матина в промоторной области гена PPARg2 в ходе жировой дифференцировки стромальных клеток подкожной 
жировой клетчатки.
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нию антител с антигеном. Поэтому образец должен 
быть разбавлен не менее чем 1:5 в RIPA буфере с 
ингибиторами протеиназ и деацетилаз независимо 
от исходной концентрации хроматина.

7. денатурация с последующей иммунопреци-
питацией позволяет добиться селективного обо-
гащения отдельно по каждой из комплементарных 
нитей днК, что важно при анализе эпигенетиче-
ских меток. 

8. анализ выполняется с использованием стан-
дартной кривой, полученной при последовательном 
разведении количественного стандарта днК с по-
следующей нормализацией на значения, получен-
ные для контрольных образцов INPUT. Стандартные 
образцы днК могут быть получены из любой ткани, 
любым доступным в лаборатории методом. для по-
строения стандартной кривой были использованы 
6 последовательных разведений 1:4 с использова-
нием начальной концентрации днК 1000 нг/мкл. в 
каждой серии экспериментов следует использовать 
одни и те же стандартные образцы днК. обогаще-
ние иммуноосажденной фракции соответствующей 
эпигенетической модификацией промоторной обла-
сти определяется нормализацией на значения, полу-
ченные для контрольных образцов INPUT. Пример 

результатов анализа динамики эпигенетических мо-
дификаций ассоциированных с промоторной обла-
стью генов GAPDH и PPARg2 в ходе жировой диф-
ференцировки показан на рисунке 3.

9. линейный полиакриламид является дешевым и 
удобным носителем для осаждения и визуализации 
небольших количеств днК и может использоваться 
наряду с коммерческим гликогеном. Приготовление 
раствора линейного полиакриламида выполняется 
как описано ранее [9]. Приготовить раствор 5% акри-
ламида (без добавления бис-акриламида) в буферном 
растворе состава: 40mM Tris-HCl, 20mM Na acetate, 
1mM EDTA, pH 7.8. добавить 1/100 объема 10% 
ammonium persulfate и 1/1000 от объема TEMED и 
оставить полимеризоваться при комнатной темпера-
туре в течение 30 минут. После того как раствор стал 
вязким, высадить из него полимеризованный акри-
ламид добавлением 2.5 объема этилового спирта, 
центрифугировать, удалить надосадочную жидкость 
и растворить осадок в 20-кратном количестве воды 
(по отношению к первоначальному объему) в тече-
ние ночи, на шейкере, при комнатной температуре. 
Полученный 0.25% раствор разлить по пробиркам и 
хранить в течение нескольких лет при -20 °С.

приложение: состав буферных растворов

Block solution 1 x10 мл
PBS 10 мл
0.5% BSA (масса/объём) 50 мг

таблица 1.

Block solution 2 x10 мл
PBS 10 мл
0.5% BSA (масса/объём) 5 мг

таблица 2.

2×iP buffer Stock x 4 мл
0.05% Triton X-100 1% Triton X-100 in PBS 200 мкл
100 нг/мкл Yeast tRNA 50  мкг/мкл 8 мкл
PBS 3,8 мл

таблица 3.

iP Wash buffer Stock x 5 мл
PBS 4,875 мл
0.025% Triton X-100 1% Triton X-100 in PBS 125 мкл

таблица 4.
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