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Резюме
Актуальность. Сердечно-сосудистые заболевания (ССЗ), в том числе ишемическая болезнь сердца 

(ИБС), остаются ведущими причинами смертности. Результаты исследований указывают на участие ми-
кроРНК в патогенезе коронарного атеросклероза при ИБС.

Цель. Определить экспрессию микроРНК-27а, микроРНК-133а и микроРНК-203 в кардиомиоцитах и в сы-
воротке крови больных ишемической болезнью сердца с различной степенью поражения коронарных артерий.

Материалы и методы. В исследование было включено 100 человек, составивших 3 группы: 40 боль-
ных ИБС со стенозом 1-2х коронарных артерий; 40 больных ИБС co стенозом 3х и более коронарных 
артерий и 20 обследованных из группы сравнения без ИБС. Уровни экспрессии микроРНК-27а, микроР-
НК-133а и микроРНК-203 в кардиомиоцитах и в сыворотке крови оценивали с помощью полимеразной 
цепной реакции в реальном времени.

Результаты. Экспрессия микроРНК-27а и микроРНК-133а в кардиомиоцитах выше, чем в сыворотке 
крови, а экспрессия микроРНК-203 в сыворотке крови выше, чем в кардиомиоцитах. У больных ИБС экс-
прессия всех изучаемых микроРНК в крови и в кардиомиоцитах была значимо выше, чем у обследован-
ных без стенозирующего атеросклероза коронарных артерий. Уровни экспрессии микроРНК-27а, -133а 
и -203 в сыворотке крови и в кардиомиоцитах левого предсердия больных ИБС с поражением 3х и более 
коронарных артерий были значимо выше, чем у больных с поражением 1-2х сосудов. Наиболее значимые 
различия между группами установлены при исследовании уровня микроРНК-203 в сыворотке крови. 

Заключение. У больных ИБС экспрессия микроРНК-27а,  — 133а и  — 203 в кардиомиоцитах и в сыво-
ротке крови выше, чем в группе сравнения. Кардиомиоцитами преимущественно экспрессировались микроР-
НК-27а и микроРНК-133а, а в сыворотке крови преобладала экспрессия микроРНК-203. При многососудистом 
поражении коронарных артерий экспрессия микроРНК-27а,  — 133а и -203 в кардиомиоцитах и в сыворотке 
крови выше, чем при атеросклерозе одной и 2-х коронарных артерий. Высокий уровень экспрессии микро-
РНК-203 у больных ИБС может стать новым маркером прогноза степени поражения коронарных артерий.

Ключевые слова: микроРНК, кардиомиоциты, ИБС, атеросклероз, факторы риска сердечно-сосуди-
стых заболеваний.
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Abstract
Background. Cardiovascular disease, including coronary artery disease (CAD), remains a leading cause of 

mortality. The results of recent studies demonstrate that microRNA engages in pathogenesis of different patho-
logical states, including coronary atherosclerosis and its clinical manifestation — CAD.

Objective. To evaluate microRNA-27а, microRNA-133а and microRNA-203 expression in cardiomyocytes 
and blood serum of CAD patients with different degrees of coronary artery lesion. 

Design and methods. 100 patients were included in the study, they formed 3 groups: 40 patients with CAD 
and significant atherosclerosis of 1-2 coronary arteries; 40 patients with multi arterial coronary disease and 20 
persons without CAD and significant comorbidity. The microRNA-27a, microRNA-133а and microRNA-203 
expression was determined in cardiomyocytes and blood serum of these patients by real-time polymerase chain 
reaction.

Results. Level of microRNA-27a, microRNA-133а and microRNA-203 expression in left atrium cardiomy-
ocytes of CAD patients with significant stenosis of 3 or more coronary arteries was higher, then their expression 
in the patients with 1-2-vessel and in group without coronary atherosclerosis. Examination of the microRNA ex-
pression level in blood serum and in left atrium cardiomyocytes revealed a significant difference. The expression 
of microRNA-27a and microRNA-133а in cardiomyocytes is above than in blood serum, while the expression of 
microRNA-203 in the myocardium is lower, than in the blood serum. Level of microRNA-27a, microRNA-133а 
and microRNA-203 expression in blood serum in CAD patients with significant stenosis of 3 or more coronary 
arteries was significantly higher, than in patients with 1-2 stenosis of coronary arteries. Furthermore, classifi-
cation tree method established that risk of atherosclerotic heart disease increases five-fold if microRNA-203 
expression in blood serum is more than 100 REU.

Conclusion. MicroRNA-27а and microRNA-133а expression in cardiomyocytes of left atrium is higher 
than in blood serum in CAD patients. MicroRNA-203 expression level in blood serum may be a new predictive 
marker of coronary artery degree atherosclerotic stenosis in CAD patients.

Key words: microRNA, cardiomyocytes, coronary artery disease, atherosclerosis, cardiovascular risk factors. 
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Список сокращений:
ССЗ — сердечно-сосудистые заболевания 
ИБС — ишемическая болезнь сердца
ДНК — дезоксирибонуклеиновая кислота
микроРНК — микрорибонуклеиновая кислота
КШ — коронарное шунтирование 
УЕЭ — условная единица экспрессии

Введение
Сердечно-сосудистые заболевания (ССЗ), в том 

числе ишемическая болезнь сердца (ИБС), остают-
ся ведущими причинами смертности во всем мире. 
Традиционные факторы риска могут объяснить 
лишь 70% случаев ИБС, а в 30% случаев связи за-
болевания с известными факторами риска ИБС — 
нет. Кроме того, не всегда можно объяснить, по-
чему одни пациенты при равных условиях имеют 
однососудистое поражение, в то время как у дру-
гих выявляются стенозы двух и более коронарных 
артерий [1]. Направленность на персонифициро-
ванный подход в современной медицине диктует 
необходимость поиска новых, высокочувствитель-
ных и специфичных факторов риска и неблагопри-
ятного течения ИБС. 

Известно, что ИБС — многофакторное заболева-
ние, которое является следствием взаимодействия 
факторов среды с генетическими и эпигенетиче-
скими факторами. Изменение профиля экспрессии 
тканеспецифичных генов, цитокинов, факторов 
роста, генов, конститутивно и индуцибельно экс-
прессирующихся в макрофагах, эндотелиальных 
клетках, кардиомиоцитах, репрессия и активация 
транскрипционных факторов и клеточных рецеп-
торов играют определяющую роль в атерогенезе 
и прогрессировании ИБС [2].

Известен ряд кандидатных генов, вовлеченных 
в этиопатогенез атеросклероза, но, вместе с тем, 
большое значение в возникновении и развитии 
ИБС имеет влияние эпигенетических факторов, ре-
гулирующих экспрессию генов, среди которых — 
метилирование ДНК, модификация гистонов 
и РНК-интерференция (регуляция экспрессии генов 
на транскрипционном или посттранскрипционном 
уровнях при участии малых регуляторных некоди-
рующих молекул РНК, называемых — микрорибо-
нуклеиновые кислоты). Микрорибонуклеиновые 
кислоты (микроРНК) являются внутриклеточ-
ными тканеспецифичными молекулами, которые 
не подвержены разрушению ферментами РНКа-
зами [3]. Ряд молекул микроРНК был обнаружен 
в составе апоптозных телец, микровезкул, экзосом 
и липопротеинов, которые выполняют транспорт-
ную функцию, обеспечивая обмен генетической 
информацией между клетками [4].

 Установлено, что микроРНК высвобождаются 
в цикруляторное русло различными путями, вклю-
чая активную секрецию, апоптоз или некроз. Так 
как ряд нуклеотидных последовательностей посту-
пает из клеток в жидкие среды организма, в том 
числе и в кровь, то уровень их экспрессии легко до-
ступен оценке [6]. В частности, повышение уровня 
экспрессии микроРНК-1, микроРНК-133а и ми-
кроРНК-499 выявлено в крови больных острым ко-
ронарным синдромом. В настоящее время многие 
авторы рассматривают данные молекулы в каче-
стве потенциальных чувствительных диагностиче-
ских маркеров ИБС [5, 6, 14]. 

Установлено, что микроРНК принимают участие 
в патогенезе атеросклероза на всех его этапах, вклю-
чая эндотелиальную дисфункцию (микроРНК-23, 
микроРНК-27а, микроРНК-130а, микроРНК-133а 
и др.), клеточную адгезию (микроРНК-27a/b, ми-
кроРНК-221 и др.), формирование и разрыв ате-
росклеротической бляшки (микроРНК-130а, ми-
кроРНК-221, микроРНК-144 и др.), хроническое 
воспаление, миграцию и активацию моноцитов 
в стенке сосудов (микроРНК-27а, микроРНК-203 
и др.), образование липопротеинов (микроРНК-122, 
микроРНК-133аа/b и др.), активность тромбоцитов 
(микроРНК-27а, микроРНК-633 и др.), функцию 
гладкомышечных клеток (микроРНК-26, микроР-
НК-195 и др.), также принимают участие в электри-
ческом ремоделировании миокарда (микроРНК-1, 
микроРНК-133а) [3, 5, 6, 7].

Тяжесть течения и неблагоприятный прогноз 
при ИБС в значительной степени обусловлены 
распространенностью поражения коронарных ар-
терий. В последние годы появились работы, по-
свящённые роли микроРНК в прогрессировании 
коронарного атеросклероза. Сведения о значении 
микроРНК в патогенезе атеросклероза коронарных 
артерий различной тяжести и распространенности 
противоречивы [1, 5, 7, 13]. 

Исходя из этого, целью данного исследования 
явилось изучение экспрессии молекул микроРНК, 
ассоциированных с развитием ИБС, в сыворотке 
крови и кардиомиоцитах пациентов, перенесших 
коронарное шунтирование, с различной тяжестью 
поражения коронарных артерий и у обследованных 
без коронарного атеросклероза для определения 
эпигенетических предпосылок неблагоприятного 
течения ишемической болезни сердца. 

Материалы и методы
Работа одобрена локальным этическим коми-

тетом ФГБОУ ВО «ПСПбГМУ им. И.П. Павлова» 
МЗ РФ, все пациенты подписали информирован-
ное согласие на участие в исследовании. Обсле-
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довано 100 человек, которые составили 3 группы: 
40 пациентов с ИБС и гемодинамически значимым 
атеросклерозом 1-2-х коронарных артерий; 40 па-
циентов с многососудистым поражением коронар-
ных артерий (3 и более сосудов) и 20 обследован-
ных без ИБС. Средний возраст мужчин и женщин 
с ИБС не различался (61,3±1,1 года и 62,2±2,3 года, 
соответственно; р>0,05), соотношение больных 
по полу составило 2,5:1 (57 мужчин и 23 женщи-
ны). В группе сравнения соотношение мужчин 
и женщин было 1:1, а средний возраст составил 
53,3±1,3 и 50,2±1,3 года, соответственно (р>0,05). 

Критерии не включения: вторичный характер 
ожирения и артериальной гипертензии; инсульт 
в анамнезе, сахарный диабет, хроническая обструк-
тивная болезнь легких, злокачественное новоо-
бразование в анамнезе, почечная недостаточность, 
тяжелая патология печени, системное заболевание 
соединительной ткани, острая ревматическая лихо-
радка, инфекционный эндокардит, гипо/гипертире-
оз, органические заболевания головного мозга, ал-
коголизм, наркомания. 

Все пациенты с ИБС регулярно получали тера-
пию антиагрегантами, бета-адреноблокаторами, 
ингибиторами АПФ/сартанами и ингибиторами 
ГМГ-КоА-редуктазы в соответствии с отечествен-
ными и зарубежными рекомендациями [10, 11].

Кардиохирургическое лечение с возможностью 
выполнения биопсии миокарда левого предсердия 
проведено 100 пациентам: 80 пациентам с ИБС вы-
полнялось коронарное шунтирование (КШ) и 20 
пациентам, оперированным по поводу клапанных 
пороков сердца, без атеросклеротического пораже-
ния коронарных артерий (по данным ангиографии) 
и без клинических признаков ИБС.

Всем пациентам проводили стандартное биохими-
ческое исследование сыворотки крови с определени-
ем показателей липидного спектра. Уровень лептина 
сыворотки крови исследовали иммуноферментным 
методом. Всем больным выполнена коронароангио-
графия и проанализированы ее результаты.

Анализ литературных данных позволил сделать 
выбор в пользу ряда микроРНК, ассоциированных 
с патогенезом ИБС, поэтому нами были изучены 
молекулы микроРНК-27а, микроРНК-133а, ми-
кроРНК-203, уровень экспрессии которых оцени-
вали в кардиомиоцитах левого предсердия и в сы-
воротке крови.

Для выделения микроРНК использовали го-
могенат миокарда левого предсердия и сыворот-
ку крови. МикроРНК выделяли с использованием 
набора miRNeasy Mini Kit (QIAGEN, США), со-
гласно предложенной производителем инструк-
ции. Концентрацию водного раствора микроРНК 

определяли на спектрофотометре Nanodrop 1000 
(Thermo Scientific, США). Обратная транскрипция 
проводилась с использованием набора реагентов 
для обратной транскрипции микроРНК TaqMan. 
Полимеразную цепную реакцию в реальном вре-
мени проводили с использованием наборов Applied 
Biosystems (США) TaqMan® Gene Expression Assays 
для определения экспрессии всех исследуемых ми-
кроРНК в соответствии с инструкцией изготовителя.

Статистическую обработку данных проводили 
с использованием методов параметрической и непа-
раметрической статистики. Методы дескриптивной 
статистики включали в себя оценку среднего ариф-
метического (М) и среднеквадратического отклоне-
ния (σ), частот встречаемости признаков. Сравнение 
количественных параметров в исследуемых группах 
осуществляли с использованием критерия Манна–
Уитни, модуля АNOVA. При сравнении частотных 
величин пользовались c2–критерием Пирсона, 
а также точным методом Фишера. Также использо-
вали метод построения классификационных деревь-
ев, методы однофакторного дисперсионного анализа 
и линейного корреляционного анализа — критерии 
Пирсона и Спирмена. Проводили логистический 
регрессионный анализ. Статистическая обработка 
материала выполнена с использованием программы 
SPSS 17.0 для Windows. Различия результатов при-
нимали за статистически значимые при р<0,05.

Результаты
При изучении уровней экспрессии микроРНК 

были выявлены общие закономерности. Экспрес-
сия микроРНК-27а и микроРНК-133а в кардиоми-
оцитах была значимо выше, чем в сыворотке кро-
ви. Экспрессия микроРНК-203 в кардиомиоцитах 
выражена слабо и преимущественно представлена 
в сыворотке крови (таблица 1). 

У больных ИБС экспрессия всех изучаемых 
микроРНК в кардиомиоцитах и в сыворотке крови 
была значительно выше, чем значения соответству-
ющих показателей у обследованных без коронар-
ного атеросклероза (таблица 1). 

Уровни экспрессии микроРНК-27а, -133а и -203 
в кардиомиоцитах левого предсердия и в сыворотке 
крови у больных ИБС с поражением 3х и более ко-
ронарных артерий были значимо выше, чем у боль-
ных с поражением 1-2х сосудов (таблицы 2 и 3).

В сыворотке крови экспрессия всех исследу-
емых микроРНК при 3-х сосудистом поражении 
выше, чем у пациентов с атеросклерозом 1-2-х 
артерий и значительно выше, чем в группе кон-
троля (таблица 3). Следует отметить, что уровень 
микроРНК-203 у больных с многососудистым по-
ражением коронарного русла в десятки раз выше, 
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 Таблица 1. Экспрессия микроРНК в миокарде предсердий и в сыворотке крови у больных ИБС 
и в группе сравнения

микроРНК, 

УЕЭ
Исследуемый материал

1 2
р1-2Группа сравнения Больные ИБС 

27а

Кардиомиоциты 152,16±16,41 234,62±21,29 <0,0001

Кровь 3,05±0,89 4,98±0,73 <0,05

р, (кардиомиоциты, кровь) <0,001 <0,001

133а

Кардиомиоциты 98,28±9,53 119,54±12,72 <0,05

Кровь 1,66±0,57 6,49±2,53 <0,05

р, (кардиомиоциты, кровь) <0,0001 <0,0001

203

Кардиомиоциты 1,91±0,15 4,98±0,75 <0,05

Кровь 4,11±0,85 94,71±14,17 <0,0001

р, (кардиомиоциты, кровь) <0,05 <0,0001

Примечание: УЕЭ — условные единицы экспрессии

Таблица 2. Экспрессия микроРНК в кардиомиоцитах левого предсердия у больных ИБС 
с различным числом коронарных артерий, пораженных атеросклерозом, и в группе сравнения

микроРНК, УЕЭ

1 2 3

РБез поражения коронарных 
артерий

Поражение 1-2х 
коронарных артерии

Поражение 3х и более 
коронарных артерии

27а 152,16±16,41 182,39±19,62 234,62±29,51
1-2<0,05 
1-3<0,01
2-3<0,01 

133a 98,28±9,53 111,35±12,31 127,53±13,41
1-2<0,05 
1-3<0,01
2-3<0,01

203 1,91±0,15 4,71±0,67 5,25±0,96
1-2<0,01 
1-3<0,01
2-3<0,05

Таблица 3. Экспрессия микроРНК в сыворотке крови у больных ИБС с различным числом 
коронарных артерий, пораженных атеросклерозом, и в группе сравнения

микроРНК, 
УЕЭ

1 2 3

рБез поражения коронарных 
артерий

Поражение 1-2х 
коронарных артерии

Поражение 3х и более 
коронарных артерии

27а 3,05±0,89 4,82±1,82 11,41±3,85
1-2<0,05 
1-3<0,001
2-3<0,01

133a 1,66±0,57 4,35±1,23 8,42±2,43
1-2<0,05 
1-3<0,01
2-3<0,01 

203 4,11±0,85 43,70±9,67 145,71±15,73
1-2<0,01 
1-3<0,0001
2-3<0,01 
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чем у обследованных без атеросклероза коронар-
ных артерий.

Методом построения классификационных деревь-
ев установлено, что при уровне экспрессии микроР-
НК-203 в сыворотке крови более 100 УЕЭ риск ате-
росклеротического поражения коронарных артерий 
возрастал в 5 раз. Для других изучаемых микроРНК 
подобных закономерностей выявлено не было.

При анализе показателей липидного спектра 
установлено, что у больных ИБС, которые получа-
ли лечение статинами, концентрация в крови обще-
го холестерина (ОХС), холестерина липопротеинов 
низкой (ХС ЛПНП) и очень низкой плотности (ХС 
ЛПОНП) ниже, чем у обследованных из группы 
сравнения. Концентрация холестерина липопроте-
инов высокой плотности (ХС ЛПВП) и триглице-
ридов в крови больных ИБС и в группе сравнения 
не различались (таблица 4). Концентрация лептина 
в сыворотке крови у больных ИБС выше, чем у об-
следованных из группы сравнения (таблица 4). 

При проведении корреляционного анализа у боль-
ных ИБС выявлен ряд взаимосвязей между уровнями 
экспрессии изучаемых микроРНК в сыворотке крови 
и различными показателями, определяющими сер-
дечно-сосудистый риск. В частности, была выявлена 
положительная корреляция между уровнем экспрес-
сии микроРНК-27а в крови и показателями липид-
ного спектра крови — концентрацией холестерина 
ЛПОНП, триглицеридов (r=0,405; p=0,012 и r=0,347; 
p=0,017). У обследованных без ИБС экспрессия ми-
кроРНК-27а ассоциировалась с более высоким уров-
нем ХС ЛПНП в сыворотке крови.

По данным логистического регрессионного ана-
лиза у больных ИБС с атеросклеротическим пора-
жением 3х и более коронарных артерий факторами, 

в наибольшей степени определяющими риск мно-
гососудистого поражения, были повышенный уро-
вень экспрессии микроРНК-203 в сыворотке крови, 
высокий уровень лептина сыворотки крови и низ-
кий уровень холестерина ЛПВП, чувствительность 
и специфичность указанной модели составили 80% 
и 96%, соответственно, при пороге классифика-
ции 0,53 в соответствии с данными ROC-анализа 
(AUC=0,849 при 95% доверительном интервале 
от 0,741 до 0,957; р<0,001, рисунок № 1).

Рисунок 1. Результаты ROC-анализа 
чувствительности и специфичности модели, 

определяющей риск многососудистого 
атеросклеротического поражения коронарных 

артерий у больных ИБС

Таблица 4. Показатели липидного спектра и уровень лептина сыворотки крови у больных ИБС 
и в группе сравнения

Группа сравнения Больные ИБС Достоверность 
различий в группах

ОХС, ммоль/л 5,58±1,13 4,71±1,11 р<0,05

ХС ЛПНП, ммоль/л 3,30±0,11 2,62±0,91 р<0,05

ХС ЛПОНП, ммоль/л 0,60±0,10 0,79±0,04 р<0,05

ХС ЛПВП, ммоль/л 1,25±0,05 1,30±0,02 НД

Триглицериды, ммоль/л 1,93±0,13 1,68±0,08 НД

Лептин, нг/мл

Мужчины 14,1±2,8 22,8±3,2 p<0,01

Женщины 26,5±3,6 41,1±4,2 p< 0,001

р (мужчины, женщины) p< 0,001 p< 0,001

Примечание: ОХС — общий холестерин, ЛПНП — липопротеины низкой плотности, ЛПОНП — липопротеины 
очень низкой плотности, ЛПВП– липопротеины высокой плотности, НД — недостоверно. 
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Обсуждение 
Патологические процессы, происходящие в кар-

диомиоцитах при ИБС характеризуются апопто-
зом, интерстициальным фиброзом и ангиогенезом, 
которые на посттранскрипционном уровне регу-
лируются путем изменения экспрессии и функций 
генов, каждый из которых служит мишенью для 
специфических микроРНК [8, 21]. 

Два подтипа микроРНК-133 широко представ-
лены в скелетной мускулатуре (микроРНК-133b) 
и в сердечной мышечной ткани (микроРНК-133a). 
А. Zampetaki с соавторами (2013), при изучении 
функций микроРНК-133а, установили, что эта 
молекула непосредственно подавляет уровень 
фактора транскрипции человека, кодируемого ге-
ном Sр1 (specificity protein 1) на 12-й хромосоме. 
Поскольку повышение экспрессии Sp1 ассоции-
руется с прогрессированием апоптоза миоцитов, 
полагают, что подавление экспрессии Sp1 ми-
кроРНК-133а сопровождается снижением апопто-
за кардиомиоцитов [12]. Более того, было доказа-
но, что у больных ИБС микроРНК-133а оказывает 
антиапоптотическое действие, специфично связы-
ваясь с 3’-нетранслируемой областью гена каспа-
зы-9, подавляя его экспрессию на уровне матрич-
ной РНК. Снижение каспазы-9 влечет за собой 
подавление апоптоза кардиомиоцитов в тех зонах 
миокарда, которые подвержены ишемии [23]. Ис-
ходя из этого, эффекты микроРНК-133а можно 
считать адаптивными в условиях ишемического 
повреждения. 

F. Cipollone с соавторами (2011) сопостави-
ли уровень микроРНК-133а у пациентов с разной 
степенью стабильности атеросклеротических бля-
шек у больных с дислипидемией и выявили значи-
тельно более высокую экспрессию этой молекулы 
в бляшках с признаками нестабильности [13].

В нашем исследовании экспрессия тканеспец-
ифичной микроРНК-133а у больных с многососу-
дистым атеросклеротическим поражением коро-
нарных артерий была существенно выше, чем при 
поражении 1-2 коронарных артерий и у обследо-
ванных без коронарного атеросклероза. 

Нами также получены данные о преобладании 
экспрессии микроРНК-133а в кардиомиоцитах, 
по сравнению с экспрессией этого показателя в сы-
воротке крови, которые согласуются с данными ли-
тературы [23].

Следует отметить, что в последние годы об-
суждается возможность использования циркули-
рующих микроРНК в качестве чувствительных 
биомаркеров ИБС. Находящиеся в крови микроР-
НК высоко стабильны при кипячении и устойчивы 
к высоким и низким значениям pH среды, к дли-

тельной инкубации при комнатной температуре и к 
повторному замораживанию [5]. 

Описаны молекулы, в частности, микроРНК 
1, 133а, 134, 208а, 451, 499, которые, являясь кар-
диоспецифичными, рассматриваются в качестве 
маркеров повреждения при таком жизнеугрожа-
ющем проявлении ИБС, как инфаркт миокарда 
[14]. Вместе с тем, молекулы микроРНК-1, 133а 
и 499 в небольшом количестве экспрессируются 
и миоцитами скелетной мускулатуры, а микроР-
НК-133а также и эндотелиальными клетками [14]. 
Известно, что уровень экспрессируемых эндотели-
оцитами молекул микроРНК-126, микроРНК-92a, 
микроРНК-17, микроРНК-145, микроРНК-155, ми-
кроРНК-208 и микроРНК-133a в крови у больных 
ИБС ниже, чем у обследованных без ИБС. Авто-
ры объясняют эту особенность процессом обрат-
ного захвата микроРНК из кровотока клетками, 
образующими поверхность атеросклеротической 
бляшки [15]. В какой-то степени низкие значения 
экспрессии ряда циркулирующих в крови молекул 
микроРНК, в том числе — микроРНК-133а, мож-
но объяснить обратным захватом этих молекул 
эндотелиоцитами артерий, пораженных атероскле-
розом [16]. По данным нашего исследования экс-
прессия микроРНК-27а и -133а в кардиомиоцитах 
выше, чем в сыворотке крови.

МикроРНК могут оказывать как протективное, 
так и повреждающее действие [7, 8]. Исследования 
функции микроРНК-27а in vivo и in vitro выявили 
ее ключевую роль в ангиогенезе, адипогенезе, вос-
палении, липидном метаболизме, окислительном 
стрессе, инсулинорезистентности, т.е. практиче-
ски во всех процессах, способствующих развитию 
и прогрессированию атеросклероза [9].

В литературе появляется все больше данных, 
свидетельствующих о том, что микроРНК участву-
ют в регуляции процессов фиброза. Фиброз при 
ИБС характеризуется нарушением соотношения 
компонентов межклеточного матрикса, причиной 
которого является дисбаланс работы многокомпо-
нентного метаболического каскада, вовлеченного 
в регенерацию тканей и процесс воспаления [21]. 
Среди молекул, участвующих в процессе фор-
мирования фиброза — микроРНК-27а. Одним из 
многочисленных эффектов микроРНК-27а являет-
ся включение поляризации макрофагов M1 путем 
блокирования PPARγ. Также микроРНК-27а уча-
ствует в активации апоптоза кардиомиоцитов через 
сигнальные пути GATA-4, Smad7 и интерлейкин 
10 (IL-10). Доказано, что ремоделирование серд-
ца в значительной степени связано с повышенным 
уровнем экспрессии микроРНК-27а в сыворотке 
крови и эта молекула может выступать в качестве 
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потенциального маркера фиброза миокарда [3, 
20]. В нашем исследовании была выявлена поло-
жительная взаимосвязь между ХС ЛПОНП, триг-
лицеридами и уровнем экспрессии микроРНК-27а 
в сыворотке крови.

По данным литературы микроРНК-27a участву-
ет в регуляции синтеза рецептора липопротеинов 
низкой плотности. Повышение экспрессии этой 
молекулы ассоциировалось с высоким уровнем 
ХС ЛПНП в крови, а блокада экспрессии микроР-
НК-27a в эксперименте приводила к снижению 
циркулирующих ХС ЛПНП более чем на 70% [17]. 
Исходя из этого, можно предположить, что микроР-
НК-27a может быть кандидатом для разработок 
таргетной терапии атеросклероза. В нашей работе 
у обследованных без ИБС выявлена корреляцион-
ная связь между экспрессией микроРНК-27а и кон-
центрацией ХС ЛПНП в сыворотке крови. Вместе 
с тем, у больных ИБС ассоциации между экспрес-
сией микроРНК-27а и концентрацией ХС ЛПНП 
в крови получено не было, что, возможно, связано 
с терапией статинами.

 По нашим данным у больных ИБС уровень экс-
прессии микроРНК-27а как в крови, так и в карди-
омиоцитах был выше у пациентов с множествен-
ным поражением коронарных артерий, и уровень 
экспрессии микроРНК-27а преобладал в кардио-
миоцитах, по сравнению с этим показателем в сы-
воротке крови. 

В то время как роль микроРНК-27а в развитии 
атеросклероза достаточно исследована, существу-
ют малоизученные молекулы, к которым, в част-
ности, относится микроРНК-203. Опубликована 
единственная работа Q. Не с соавторами (2017), 
в которой на культуре кардиомиоцитов мыши (in 
vitro) было показано, что избыточная экспрессия 
микроРНК-203 приводила к уменьшению уровней 
экспрессии трансформирующего фактора роста-β1 
(TGF-β1), фактора роста соединительной ткани 
(CTGF) и фибронектина, принимающих участие 
в регуляции активности фибробластов миокарда 
в условиях хронической ишемии. Напротив, инги-
бирование экспрессии микроРНК-203 сопровожда-
лось повышением уровней TGF-β1, CTGF и фибро-
нектина, потенцируя развитие фиброза [18]. Также, 
опубликованы данные исследования по изучению 
роли микроРНК-203 в развитии фиброза печени: 
избыточная экспрессия микроРНК-203 подавляет 
фиброз в печеночных дольках [19]. 

По нашим данным экспрессия микроРНК-203 
была значимо выше у пациентов с многососудистым 
поражением коронарных артерий, при этом, уровень 
ее экспрессии в сыворотке крови значимо преобла-
дал по сравнению с показателем в кардиомиоцитах. 

Заключение
Таким образом, по данным проведенного ис-

следования экспрессия всех изучаемых микроРНК 
у больных ишемической болезнью сердца была зна-
чимо выше, чем у обследованных без коронарного 
атеросклероза как в крови, так и в кардиомиоцитах. 

Экспрессия микроРНК-27а, микроРНК-133а 
и микроРНК-203 в сыворотке крови и кардиоми-
оцитах левого предсердия больных ишемической 
болезнью сердца с поражением 3х и более коронар-
ных артерий была значимо выше, чем у больных 
с поражением 1-2х артерий.

В сыворотке крови у больных ишемической бо-
лезнью сердца выявлен высокий уровень экспрес-
сии микроРНК-203, что может стать новым мар-
кером прогноза степени поражения коронарных 
артерий.

По результатам работы экспрессия микроР-
НК-27а в сыворотке крови у больных ишемической 
болезнью сердца коррелировала с атерогенной дис-
липидемией.

Выявленный в нашей работе высокий уровень 
экспрессии микроРНК-203 в сыворотке крови ока-
зывал влияние на риск многососудистого коронар-
ного атеросклероза у больных ишемической болез-
нью сердца. На основании данных логистического 
регрессионного анализа, установлено, что в этот 
процесс также вовлечены высокий уровень лепти-
на сыворотки крови и низкие показатели холесте-
рина ЛПВП.

Данное исследование расширяет представле-
ния о молекулярных основах патогенеза ишемиче-
ской болезни сердца путем количественной оцен-
ки экспрессии микроРНК-27а, микроРНК-133а 
и микроРНК-203 как в кардиомиоцитах левого 
предсердия, так и в доступном для исследования 
материале — сыворотке крови. 
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Резюме
Ранее считалось, что мутации в структуре гена филамина С способны вызывать только скелетные 

миопатии, сердечные ткани при этом не исследовались. Однако недавно были обнаружены филаминовые 
мутации, которые приводят как к сочетанным повреждениям скелетной и сердечной мускулатуры, так 
и изолированному поражению сердечной ткани. Более того, в настоящее время стало известно, что мута-
ции в FLNC ассоциированы со всеми известными видами кардиомиопатий (ГКМП, ДКМП, РКМП, арит-
могенной). В статье представлены собственные клинические наблюдения взрослого и детского случаев 
изолированной филаминовой РКМП на базе нашего учреждения. Изучение данной проблемы в дальней-
шем позволит включить известные нам мутации в скрининговые панели, что приведет к ранней диагно-
стике кардиомиопатий, ассоциированных с мутациями в FLNC, возможности предотвращения быстрого 
прогрессирования заболевания, а также к более поздним срокам трансплантации сердца.

Ключевые слова: рестриктивная кардиомиопатия, FLNC, филамин С.

Для цитирования: Полубояринова О.Ю., Князева А.А., Мельник О.В., и соавт. Филаминовая рестрик-
тивная кардиомиопатия: о чём следует знать. Трансляционная медицина. 2018; 5 (3): 15–22.

ISSN 2311-4495
ISSN 2410-5155 (Online)
УДК 616.127

Мельник О.В.¹, Князева А.А.¹, Полубояринова О.Ю.¹,  
Вахрушев Ю.А.1, Фомичева Ю.В.1, Ситникова М.Ю.¹, 
Симоненко М.А.¹, Вершинина Т.Л.¹, Козырева А.А.¹,  
Полякова А.А.¹, Васичкина Е.С.¹, Гудкова А. Я.¹,²,  
Костарева А.А.¹

1 Федеральное государственное бюджетное учреждение 
«Национальный медицинский исследовательский центр  
им. В. А. Алмазова» Минздрава России, Санкт-Петербург, Россия
2 Федеральное государственное бюджетное образовательное 
учреждение высшего образования «Первый Санкт-Петербургский 
государственный медицинский университет им. акад.  
И. П. Павлова» Минздрава России, Санкт-Петербург, Россия



 16 том 5 №3 / 2018

Сердечно-сосудистые заболевания / Cardiovascular medicine

CLINICAL AND MORPHOLOGICAL 
CHARACTERISTICS OF RESTRICTIVE 
CARDIOMYOPATHY ASSOCIATED WITH 
MUTATIONS IN THE FILAMIN C GENE

Melnik O.V.¹, Knyazeva A.A.¹, Poluboyarinova O.Y.¹,  
Vakhrushev Yu.A.1, Fomisheva Yu. V.1, Sitnikova M.Yu.¹,  
Simonenko M.A.¹, Vershinina T.L.¹, Kozyreva A.A.¹, Polyakova A.A.¹, 
Vasichkina T.S.¹, Gudkova A.Ya.¹,², Kostareva А.А.¹

1 Almazov National Medical Research Centre, Saint Petersburg, Russia
2 Academician I. P. Pavlov First Saint Petersburg State Medical University, 
Saint Petersburg, Russia

Corresponding author:
Anna A. Kostareva
Almazov National Medical Research Centre
Akkuratova str. 2, Saint Petersburg, Russia, 
197341
E-mail: akostareva@hotmail.com

Received 24 July 2018; accepted 01 August 
2018. 

Abstract
Previously, it was believed that mutations in filamin C are able to cause only skeletal myopathies, cardiac tis-

sues have not been studied. However mutations in FLNC have been recently found that lead to both joint damage 
to the skeletal and cardiac musculature and to isolated cardiac tissue damage. Moreover, had known that muta-
tions in FLNC are associated with all known types of cardiomyopathies (HCM, DCM, RCM, arrhythmogenic) аt 
present. The article presents our own clinical observations of an adult and children’s cases of isolated phylaminic 
RCM based on our institution. The study of this problem will allow us to include the known mutations in the 
genetic screening panels, which will lead to early diagnosis of cardiomyopathies associated with mutations in 
FLNC and the ability to prevent rapid disease progression and more later cardiac transplantation in the future.

Key words: restrictive cardiomyopathy, FLNC, filamin C.

For citation: Poluboyarinova O.Y., Knyazeva A.A., Melnik O.V., et al. Clinical and morphological character-
istics of restrictive cardiomyopathy associated with mutations in the filamin c gene. Translyatsionnaya meditsi-
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Список сокращений
АКМП — аритмогенная кардиомиопатия, 

ВС — внезапная смерть, ГКМП — гипертрофи-
ческая кардиомиопатия, ДКМП — дилатацион-
ная кардиомиопатия, ЖТ — желудочковая тахи-
кардия, ЖЭС — желудочковая экстрасистолия, 
КМП — кардиомиопатия, ЛЖ — левый желудочек, 
РКМП — рестриктивная кардиомиопатия, СН — 
сердечная недостаточность, ЭхоКГ — эхокардио-
графия, FLNC — филамин С.

Кардиомиопатии (КМП) представляют собой 
врожденные и приобретенные заболевания мио-
карда ишемического генеза, сопровождающиеся 
изменением формы и размеров сердца, нарушени-

ем его систолической или диастолической функ-
ции и приводящие к развитию сердечной недо-
статочности (СН), нарушению сердечного ритма 
и проводимости. В структуре всех кардиомиопатий 
большую часть занимают идиопатические КМП, 
в основе которых лежат генетические причины. 
На сегодняшний день благодаря многолетнему 
опыту исследований нам известно множество ге-
нов, являющихся причиной гипертрофической 
кардиомиопатии (ГКМП), также хорошо изучена 
генетическая структура дилятационной (ДКМП) 
и аритмогенной кардиомиопатий (АКМП). Самой 
редкой, а потому и малоизученной, остается ре-
стриктивная кардиомиопатия (РКМП). РКМП — 
заболевание, характеризующееся ригидностью 
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или сниженной степенью комплаентности стенок 
миокарда, что приводит к его диастолической 
дисфункции, нарушению внутрисердечной гемо-
динамики и развитию СН [1]. В качестве причин 
формирования рестриктивного фенотипа у паци-
ентов с наследственными КМП известны мутации 
в генах, кодирующих синтез саркомерных и несар-
комерных белков кардиомиоцита, а также некото-
рых белков теплового шока. Панель генов РКМП 
выглядит следующим образом: ACTC1, DES, GLA, 
MYBPC3, MYH7, MYL2, MYL3, TNNI3, TNNT2, 
TPM1, TTR, ACTN2, FHL1, HFE, MYPN, TNNC1, 
TTN, BAG3, FLNC, LMNA, CRYAB. Мутации дан-
ных генов ведут к формированию РКМП посред-
ством различных механизмов. Например мутации 
в генах DES и CRYAB вызывают возникновение 
рестриктивного фенотипа путем структурного 
нарушения внутриклеточной локализации проме-
жуточных филаментов, тогда как мутации в генах 
саркомерных белков TNNI3, TTNT2, ACTC служат 
причиной нарушений функций самого саркомера, 
что приводит к формированию РКМП [2, 3].

РКМП проявляется клиникой прогрессирующей 
диастолической СН, которая плохо поддается меди-
каментозной коррекции. Характерной чертой РКМП 
являются наджелудочковые нарушения ритма, такие 
как фибрилляция и трепетание предсердий, неред-
ко приводящие к образованию тромбов в полостях 
сердца и тромбоэмболическим осложнениям. В ред-
ких случаях заболевание манифестирует с клини-
ки желудочковых нарушений ритма и внезапной 
сердечной смерти [4, 5]. При морфологическом 
и электронно-микроскопическом анализе биопта-
тов миокарда пациентов с РКМП регистрируются 
выраженная степень фиброза, миофибриллярная 
деструкция и вакуолизация мембран [1]. Нередко 
в эндо- и субэндокардиальных слоях миокарда об-
наруживается феномен дискомплектации, или так 
называемый «disarray», характерный для ГКМП [6]. 

Ранее считалось, что мутации в FLNC приводят 
исключительно к возникновению скелетных ми-
опатий [7]. Доминантные мутации, вызывающие 
миофибриллярную миопатию типа 5 (MFM; MIM 
#609524) и дистальную миопатию типа 4 (MIM 
#614065), были описаны Vorgerd и соавторами [8]. 
Однако ряд последних исследований показал, что 
определенные мутации FLNC способны вызывать 
кардиальную патологию, причем, как в сочетании 
со скелетной миопатией, так и без нее. Совсем не-
давно были описаны FLNC мутации у пациентов 
с ГКМП и пациентов с ДКМП, подтверждая то, что 
мутации FLNC могут привести к кардиальному фе-
нотипу, не вызывая нейромышечную патологию [9]. 
При этом экспрессия мутантных вариантов FLNC 

обуславливает образование крупных внутриклеточ-
ных агрегатов филамина C, что и лежит в основе 
дисфункции отдельных кардиомиоцитов [10]. 

Одними из первых были описаны случаи ДКМП, 
обусловленной гомозиготными рецессивными мута-
циями в FLNC. Исследования проводились на семье 
евреев Ашкенази, которая состояла из родителей 
и пяти детей. Признаков дистальной или прокси-
мальной миопатии ни у кого в описанной семье об-
наружено не было. Гистологическое исследование 
миокарда пробанда после проведения трансплан-
тации сердца выявили заметные саркомерные ано-
малии, дезорганизацию и редукцию миофибрилл, 
непостоянную морфологию ядра и вакуолей карди-
омиоцитов, разорванные волокна миокарда [11]. 

Позже было показано, что сплайсинговые му-
тации в гене FLNC ассоциируются с высоким 
риском возникновения дилатационной и аритмо-
генной кардиомиопатии. Так, при исследовании 
когорты из 2877 пациентов с различными вари-
антами кардиомиопатий, были выявлены 23 му-
тации, приводящие к трункации (усечению) фи-
ламина у 28 пациентов, при этом у 20 пациентов 
стоял диагноз ДКМП, у 7 пациентов — АКМП 
и у одного — РКМП. В других генах патогенные 
мутации у данных пациентов не обнаруживались. 
В итоге частота укорачивающих форм мутаций 
FLNC среди пациентов с ДКМП составила 3,9%, 
среди пациентов с АКМП — 3,2%, а среди пациен-
тов с РКМП — 2,2%. У трех из вновь выявленных 
носителей мутаций не было симптомов на момент 
постановки диагноза, причиной их обследования 
явилось наличие случаев внезапной смерти в се-
мье. У 43% родственников с положительным гено-
типом не было симптомов и патология была най-
дена в результате семейного скрининга. У большей 
части пробандов наблюдалась дилатация левого 
желудочка (ЛЖ) (конечно-диастолический диаметр 
61±13 мм) и систолическая дисфункция (фракция 
выброса левого желудочка 34±13%), так же данные 
симптомы часто наблюдались среди родственников 
(конечно-диастолический диаметр 53±9 мм, фрак-
ция выброса 52±12%). Умеренная гипертрофия ЛЖ 
(максимальная толщина стенки ≤14 мм) не удовлет-
воряла диагностическим критериям ГКМП и была 
описана у 10 обследуемых (13%). Желудочковые 
аритмии наблюдались чрезвычайно часто среди но-
сителей мутаций в гене FLNC (82%). Частая ЖЭС 
и неустойчивая ЖТ являлись наиболее распростра-
ненными нарушениями ритма. Два пациента из 
этих обследуемых умерли в результате синдрома 
внезапной смерти (в возрасте 22 и 25 лет, соответ-
ственно), наличие фиброза миокарда у данных па-
циентов было подтверждено гистологически [12]. 
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При первоначальной оценке, ни у кого из обсле-
дованных не было мышечной слабости или призна-
ков скелетной миопатии. Лишь у одной пациент-
ки с диагнозом РКМП и трансплантацией сердца 
в возрасте 45 лет отмечалась слабость мышц ниж-
них конечностей, при этом электромиографическое 
исследование в возрасте 59 лет выявило умеренную 
миопатию. Однако эта женщина получала терапию 
симвастатином и кортикостероидами, которые мог-
ли бы объяснить данные результаты. Таким обра-
зом, мутации, вызывающие «укорочение» FLNC, 
связаны с определенным сердечным фенотипом, 
который включает дилатацию ЛЖ с систолической 
дисфункцией и миокардиальным фиброзом [12].

Белок FLNC (филамин С, g-филамин) принадле-
жит семейству филаминов и имеет наиболее высо-
кий уровень экспрессии в скелетных и сердечных 
мышцах. Основной ролью филамина С в попе-
речно-полосатых мышцах является стабилизация 
трехмерной сети актиновых филаментов, а также 
их соединение с цитоплазматической мембраной. 
В скелетных мышцах филамин С преимуществен-
но локализован в области Z-диска саркомера, свя-
зываясь с такими белками, как миотилин и миопо-
дин; вместе с тем показано взаимодействие FLNC 
с белками семейства саркогликанов в зоне сарко-
леммы [13]. Более того, FLNC принимает участие 
в шаперон-опосредованной аутофагии, являясь 
мишенью ко-шаперона BAG3, а нормальное функ-
ционирование FLNC необходимо для поддержания 
целостности мышечных клеток [7, 8].

Поскольку филамин C, как и десмин, представлен 
в основном в скелетной и сердечной мышце, кли-
нические проявления мутаций FLNC весьма схожи 
с проявлениями мутаций в гене DES, которые тоже 
могут приводить к формированию внутриклеточ-
ных агрегатов. Кроме того, мутации в гене BAG3, 
также приводящие к формированию внутриклеточ-
ных агрегатов в мышечных клетках и известные 
в связи с развитием миофибриллярных миопатий, 
недавно были описаны у пациентов с РКМП [14]. 
Таким образом, развитие РКМП нередко может яв-
ляться следствием нарушения цитоскелетной струк-
туры кардиомиоцитов, ведущей к формированию 
внутриклеточных белковых включений. Недавно 
было доказано, что белковые агрегаты, образующи-
еся вследствие мутаций в гене DES влияют на нано-
механические свойства клеток, тем самым обуслав-
ливая формирование рестриктивного фенотипа [15]. 
И несмотря на то, что детальная молекулярная связь 
между филамином C и десмином в области Z-диска 
не расшифрована, оба белка обнаруживались среди 
внутриклеточных агрегатов миоцитов, что указыва-
ет на коагрегацию белков [8, 12]. 

Таким образом, мутации гена FLNC ассоции-
рованы со всеми типами кардиомиопатий (ГКМП, 
ДКМП, РКМП, АКМП). Особый интерес в связи 
с редкостью представляют мутации, связанные 
с идиопатической РКМП. 

Нами представлены два случая РКМП с дебю-
том во взрослом и детском возрасте, которым с це-
лью этиологической диагностики на первом этапе 
было выполнено таргетное секвенирование нового 
поколения с использованием целевой панели из 108 
генов, ассоциированных с развитием врожденных 
заболеваний миокарда, кардиомиопатий и канало-
патий, с последующим секвенированием по Сэн-
геру, по результатам которого не было обнаружено 
патогенных и вероятно-патогенных мутаций в генах 
интереса. После чего обоим пациентам было прове-
дено полноэкзомное секвенирование, что позволило 
детектировать миссенс замены в гене FLNC.

Клинический случай 1 
У пациентки — женщины 64 лет — с 32 лет на-

блюдалась клиника хронической СН, синкопальные 
состояния. Проведение повторных эхокардиогра-
фий (ЭхоКГ) в динамике демонстрировало картину 
рестриктивного фенотипа с постепенным прогрес-
сированием диастолической дисфункции, а выпол-
нение холтеровского мониторирования электрокар-
диограммы — появление, а затем прогрессирование 
нарушений ритма и проводимости (фибрилляция 
предсердий, неустойчивые пароксизмы ЖТ, группо-
вая ЖЭС, паузы длительностью более 3 сек за счет 
субтотальной АВ-блокады), на фоне чего в феврале 
2008г. пациентке был имплантирован постоянный 
электрокардиостимулятор в режиме VVI. В свя-
зи с неуклонным прогрессированием заболевания 
пациентка была включена в лист ожидания транс-
плантации сердца. С целью исключения вторичной 
этиологии РКМП в ноябре 2012 г. выполнялась эн-
домиокардиальная биопсия, по результатам которой 
данных за миокардит, амилоидоз, гликогенозы по-
лучено не было. Также исключалось системное по-
ражение миокарда. При проведении генетического 
обследования методом секвенирования нового поко-
ления была выявлена мутация в гене FLNC [P2298S] 
и таким образом подтверждена РКМП в структуре 
филаминопатии (Рисунок 1). 

В апреле 2015 г. пациентке была успешно вы-
полнена трансплантация сердца, а в 2017г. при пла-
новом консультировании пациентка указала на воз-
никновение болей в области кистей и предплечий, 
болезненность по типу «тоннельных» синдромов, 
стала отмечать слабость, повышенную утомля-
емость дистальных отделов рук, что было расце-
нено как возможное проявление скелетной миопа-
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тии. Однако при выполнении миографии данных 
за наличие миопатии получено не было. C учетом 
известной генетической причины заболевания 
и возможным семейным характером наследования, 
были проведены генетический анализ родословной 
и генетическое обследование детей и внуков паци-
ентки (Рисунок 2), в результате чего мутация была 
детектирована у сына (Рисунок 1), единственным 
проявлением заболевания у которого являлась уме-
ренная дилатация левого предсердия, выявленная 
в возрасте 40 лет по данным ЭхоКГ.

Клинический случай 2
Пробанд — мальчик 10 лет с РКМП, хрониче-

ской сердечной недостаточностью 2ФК, сниженной 
толерантностью к физическим нагрузкам в виде 
появления одышки при подъеме на 2 этаж, повы-
шенной утомляемости. При рождении диагности-

рована врожденная кривошея, по поводу которой 
в возрасте 4 лет проведено оперативное вмешатель-
ство. Из анамнеза известно, что пресинкопальных 
и синкопальный состояний не отмечалось, случа-
ев ВС среди лиц молодого возраста в семье не ре-
гистрировалось, у матери пробанда имеет место 
НРС-пароксизмальная форма фибрилляции-тре-
петания предсердий, тахисистолическая форма, 
а также врожденная кривошея. Впервые идиопати-
ческое расширение предсердий было выявлено при 
проведении ЭхоКГ в трехлетнем возрасте. Диагноз 
РКМП установлен в 7 лет, когда по данным ЭхоКГ 
наблюдалась двусторонняя атриомегалия (пра-
вое предсердие — 45х50мм, левое предсердие — 
40х46мм), симметричная гипертрофия миокарда 
левого желудочка до 7,5мм, трансмитральный кро-
воток по рестриктивному типу. На момент госпи-
тализации, во время которой была выполнена мо-

Рисунок 1. Фрагмент сиквенса гена FLNC пробанда и её сына

Рисунок 2. Генеалогическое древо
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лекулярно-генетическая диагностика, на ЭХОКГ 
и магнитнорезонансной томографии отмечалась 
выраженная дилатация предсердий: левое предсер-
дие — 49,3 х 42,5 мм, правое предсердие — 52,8 х 
46,2 мм, недостаточность трикуспидального клапа-
на 2 степени. Вместе с тем убедительных данных 
за диффузное поражение и полинейропатию при 
проведении миографии получено не было.

В результате молекулярно-генетического об-
следования у пробанда была обнаружена замена 
в гене FLNC [V2297M], rs1420394583 (Рисунок 3), 
описанная Tucker NR, et al. (2017), как патогенная 
и ассоциированная в развитием семейной формы 
РКМП [7].

Заключение
РКМП является наиболее редкой формой кар-

диомиопатии (2-5%). Она характеризуется значи-
тельной внутрисемейной изменчивостью в степени 
тяжести заболевания и имеет наихудший прогноз 
по причине высокого риска возникновения внезап-
ной сердечной смерти и желудочковых аритмий [14, 
15], что диктует необходимость проведения транс-
плантации сердца со средней пятилетней выживае-
мостью после трансплантации около 65% согласно 
Hong JA, et al. (2017) [16, 17]. Несмотря на то, что 
на настоящий момент доля филаминопатий в этио-
логии РКМП неизвестна ввиду редкости нозологии, 
по данным ряда авторов до 10% ГКМП и до 5% 
ДКМП обусловлено вариантами в гене FLNC [7, 8]. 
При этом большинство описанных мутаций явля-
ются укорачивающими и ассоциированы в большей 
степени с дилатационной и аритмогенной кардио-
миопатиями, а большинство точечных мутаций — 
с гипертрофической и рестриктивной. Проводя 
ретроспективный анализ, следует отметить, что то-
чечные мутации в гене филамина С ассоциированы 

с выраженной диастолической дисфункцией и ре-
стриктивным фенотипом, в связи с чем сопряжены 
с высоким риском трансплантации сердца. Изуче-
ние спектра мутаций в гене филамина С в группе 
пациентов, являющихся кандидатами на проведение 
трансплантации сердца, представляет особый инте-
рес для дальнейших исследований.
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Резюме
Актуальность. Согласно рекомендациям европейского общества кардиологов ультразвуковое иссле-

дование легких можно использовать для оценки застойных изменений в легких, однако, этот метод имеет 
пока невысокий класс рекомендации — IIb и уровень доказательности C, что можно расценивать, как 
следствие его недостаточной изученности.

Цель исследования. Изучить ультразвуковые характеристики легочной ткани у пациентов с проме-
жуточной функцией левого желудочка после купирования острой декомпенсации сердечной недостаточ-
ности (ОДСН).

Материалы и методы. Изучены ультразвуковые характеристики ткани легких 71 пациента с сердечной 
недостаточностью на фоне промежуточной функции левого желудочка после купирования ОДСН. Средний 
возраст наблюдаемых составил 65,2 ± 3,6 лет. Мужчин было 64,3% женщин 25,7%. С использованием уль-
тразвукового метода были изучены В-линии, расстояние между которыми было 3 мм и 7 мм полуколиче-
ственным способом, согласно методике E. Picano 2016 г. Результаты статистически обработаны. 

Результаты. У лиц после перенесенной ОДСН остается резидуальный застой в легких, с домини-
рованием интерстициального компонента во всех отделах. Наличие интерстициального отека является 
прогностическим фактором повышения частоты повторных госпитализаций.

Заключение. Интерстициальный застой в легочной паренхиме рассматривается как фактор ухудше-
ния клинического течения сердечной недостаточности, проявление ее острой декомпенсации. В связи 
с этим представляет интерес выявление интерстициального легочного отека на начальной стадии, что 
сможет способствовать предотвращению развернутой клинической картины ОДСН. 

Ключевые слова: острая декомпенсация, сердечная недостаточность, УЗИ легких, интерстициаль-
ный отек, альвеолярный отек, прогнозирование повторных госпитализаций.
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Abstract
Background. According to the recommendations of the European Society of Cardiology, ultrasound exam-

ination of the lung can be used to assess congestive changes, however, this method has so far a low recommen-
dation class IIb and a level of evidence C, which can be regarded as a consequence of its insufficient knowledge.

The aim of the research. To study ultrasound characteristics of the lung tissue in patients with intermediate 
left ventricular function after resolving of acute decompensation of heart failure.

Materials and methods. The ultrasound profile of the lung tissue was studied in 71 patients after resolution 
of acute heart failure decompensation under intermediate left ventricular function. The average age of patients 
studied was 65.2 ± 3.6 years. 64.3% of them were males ,25.7%-females. Using the ultrasonic method, B-lines 
were studied, the distance between them being 3 mm and 7 mm in a semi-quantitative manner, according to the 
method of E. Picano in 2016. The results were statistically processed

Results. In persons after the acute decompensation of the heart failure residual congestion persisted with 
interstitial component dominated in both lungs. Appearance of interstitial lung edema to be considered as prog-
nostic factor of re-hospitalizations rate increasing.

Conclusion. Interstitial congestion in the pulmonary parenchyma considered as a factor in the deterioration 
of the clinical course of heart failure sign of its acute decompensation. In this connection, it is interesting to iden-
tify interstitial pulmonary edema at the early stage to prevent real clinical presentation of acute decompensation 
of the heart failure.

Key words: acute decompensation, heart failure, ultrasound of the lungs, interstitial edema, alveolar edema, 
prognosis of repeated hospitalizations.
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Список сокращений:
ОДСН — острая декомпенсация сердечной не-

достаточности
УЗИ — ультразвуковое исследование
В3 — В-линии, расстояние между которыми 

было 3 мм

В7 — В-линии, расстояние между которыми 
было 7 мм

ПВО — передне-верхний отдел
ПНО — передне-нижний отдел
БВО — Боковой верхний отдел
БНО — Боковой нижний отдел
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Известно, наиболее частым поводом для госпи-
тализаций пациентов с явлениями сердечной недо-
статочности является нарастание симптомов и при-
знаков венозного застоя. Последний подразделяется 
на системный и легочный. Легочный застой возникает 
вследствие повышения давления наполнения левом 
желудочка и часто сочетается с системным застоем. 
По мнению ряда авторов [1;2], выявление легочного 
застоя в доклинической стадии позволяет предот-
вратить развитие острой декомпенсации сердечной 
недостаточности (ОДСН) [3;4;5]. По рекомендаци-
ям европейского общества кардиологов для оценки 
застойных изменений в легких можно использовать 
ультразвуковое исследование (УЗИ) легких [4,6,7]. 
Этот метод имеет пока невысокий класс рекоменда-
ции — IIb и уровень доказательности C, но это мож-
но расценивать, как следствие его недостаточной 
изученности. Производится оценка двух типов так 
называемых, В-линий: расстояние между которыми 
было 3 мм (В3) — маркер альвеолярного отека и 7 мм 
(В7) — маркер интерстициального отека. 

Целью нашего исследования явилось изучение 
ультразвуковых характеристик легочной ткани 
у пациентов с промежуточной функцией левого 
желудочка после купирования ОДСН.

Материалы и методы: изучен ультразвуковой 
профиль легких 71 пациента, после купирования 

ОДСН. Средний возраст изучаемой выборки 65,2 
± 3,6 лет. Мужчин 64,3% женщин 25,7%. С исполь-
зованием ультразвукового метода были изучены 
В-линии, расстояние между которыми было 3 мм 
(В3) и 7 мм (В7) полуколичественным способом, 
согласно методике E. Picano 2016 г. Результаты ста-
тистически обработаны. 

Результаты: Обращало на себя внимание доми-
нирование у исследуемой когорты лиц В7 линий, 
характерных, по данным литературы, для интер-
стициального отека легочной паренхимы. В3 ли-
нии встречались в малом количестве. Результаты 
представлены на рисунке 1.

Из рисунка 1 видно, что у лиц после перенесен-
ной ОДСН остается некоторый застой в легких, 
классифицируемый как небольшой, при этом, об-
ращало на себя внимание доминирование интер-
стициального компонента во всех отделах обоих 
легких.

После была оценена прогностическая ценность 
изучаемого параметра. Известно, что 25 человек 
(35,2% выборки) повторно поступили в стацио-
нар с явлениями сердечной недостаточности. Все 
пациенты были поделены на 2 подгруппы с мини-
мальным застоем (6-15 В-линий) и тех, у кого за-
стоя не было (<5 В линий). Результаты представле-
ны на рисунке 2

Рисунок 1. Распределение В-линий по отделам

Примечание: ПВО — передне-верхний отдел
ПНО — передне-нижний отдел
БВО — Боковой верхний отдел
БНО — Боковой нижний отдел

п — справа
л — слева
 — Различия между В3 и В7 линиями достоверны, 

p<0,05 между собой
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Таким образом, выявлено, что в группе пациен-
тов с минимальным застоем в легких уровень рего-
спитализаций был достоверно выше, чем в выбор-
ке, не имеющей застойных изменений по данным 
УЗИ легких. Данное положение было проверено 
с использованием метода ROC-анализа.

На рисунке 3 показана ROC-кривая для оценки 
полученной взаимосвязи. Так, площадь под кривой 

составила 0,706, что соответствует оценке «хоро-
шо» на экспертной шкале AuROC. Чувствитель-
ность — 78,6%, специфичность — 89,7%.

Выводы:
1. Ультразвуковой синдром отека легочной 

ткани у пациентов с промежуточной функцией ЛЖ 
после купирования ОДСН характеризуется преоб-
ладанием интерстициального компонента.

Рисунок 2. Взаимосвязь В-линий с частотой повторных госпитализаций

Примечание: 
 — Различия достоверны, p<0,05 между собой

Рисунок 3. ROC-кривая для проверки полученных данных
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 2. Определяемый при помощи УЗИ резиду-
альный интерстициальный венозный застой в ле-
гочной паренхиме может рассматриваться как про-
гностический фактор повторной госпитализации. 

3. Согласно проверке вышеуказанных заклю-
чений методом ROC-кривой, полученные результа-
ты имеют высокую чувствительность и специфич-
ность.
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Резюме
Дифференциальный диагноз между амиодарон-индуцированным тиреотоксикозом 1 типа (АмИТ1) 

и 2 типа (АмИТ2) является серьезной клинической проблемой. Существующие сегодня диагностические 
тесты часто оказываются неспособными дифференцировать эти два типа тиреотоксического синдрома. 
В ряде исследований было обнаружено, что уровень Т4 и соотношение тироидных гормонов больных 
деструктивным тиреоидитом и болезнью Грейвса существенно отличаются. Так сывороточная кон-
центрация Т4, была значимо выше, а соотношение Т3/T4 ниже у больных с деструктивным тиреоидом 
по сравнению с этими показателями при болезни Грейвса. Поскольку известно, что AмИТ1 развивает-
ся у пациентов с латентной болезнью Грейвса, а AмИT2 является деструктивным тиреоидитом, целью 
нашего исследования было оценить уровень свТ4 в сыворотке и соотношение св.T4/св.T3 при AмИT1 
и AмИT2 в качестве дополнительного диагностического теста для дифференциальной диагностики этих 
типов тиреотоксикоза.

В исследование включили 45 пациентов с тиреотоксикозом (33 с AмИT1 и 12 AмИT2). Диагноз ти-
ротоксикоза (AмИT1 или AмИT2) был установлен на основе клинических данных, результатов цветно-
го допплеровского сканирования (ЦД), наличия аутоантител к ТТГ–рец., а также эффекта от лечения. 
Не было выявлено различий в уровнях свТ3 у пациентов с АмИТ1 и АмИТ2, тогда как значения свТ4 
(36,2 ± 19,1 и 17,8 ± 3,7 пмоль/л соответственно, p = 0,002) и соотношение св.T4 /св.T3 (6,1 ± 5,7 и 2,7 ± 
0,8 соответственно, p = 0,048) были значительно выше у пациентов с АмИТ2, чем у пациентов с АмИТ1. 
Более того, 75% пациентов с AмИT1 имели значение соотношения св.T4 /св.T3 <3,10, тогда как у 75% 
пациентов с АмИТ2 этот показатель был более 3,65. Значение соотношения св.T4/св.T3 может быть ис-
пользовано в качестве дополнительного теста в дифференциальной диагностике AмИT1 и AмИT2.

Ключевые слова: амиодарон-индуцированный тиреотоксикоз, св.Т3, св.Т4, соотношение св.Т4/Т3
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Abstract
Differentiation between amiodarone-induced thyrotoxicosis type 1 (AmIT1) and type 2 (AmIT2) is a di-

agnostic challenge. The current diagnostic tests are often unable to differentiate these two types of thyrotoxic 
syndrome. Several studies had shown that the serum T4 level and T3/T4 ratio are significantly different in 
patients with destructive thyroiditis, and those with Graves` disease. These studies showed that the serum T4 
concentration is significantly higher, and the T3/T4 ratio is significantly lower in patients with destructive forms 
of thyroiditis compared to their values   in Graves’ disease. Since AmIT1 is known to develop in patients with 
latent Graves` disease, and AmIT2 is a destructive thyroiditis, the purpose of our study was to evaluate the serum 
FТ4 level and FT4/FT3 ratio in AmIT1 and AmIT2 as an additional diagnostic test for differentiating these types 
of thyrotoxicosis. 45 patients with thyrotoxicosis (33 with AmIT1 and 12 AmIT2) were included in the study. 
The diagnosis of thyrotoxicosis type (AmIT1 or AmIT2) was established on the basis of clinical data, color flow 
Doppler sonography (CFDS), the presence of TSH receptor autoantibody in patients with AmIT1, as well as the 
effect of treatment. There was no difference in FT3 levels in patients with AmIT1 and AmIT2, while the FT4 val-
ues were significantly higher in patients with AmIT2 (36,2±19,1 mmol/L) than in those with AmIT1 (17,8±3,7 
mmol/L, p= 0,002). Also, a difference in the FT4/FT3 ratio was found between AmIT1 (2,7±0,8) and AmIT2 
(6,1±5,7, p=0,048). Moreover, 75% of patients with AmIT1 had FT4/FT3ratio < 3,10, while 75% of patients 
with AmIT2 had FT4/FT3 ratio > 3,65. The FT4/FT3 ratio can be used as an additional test in the differential 
diagnosis AmIT1 and AmIT2.

Key words: amiodarone-induced thyrotoxicosis, FТ3, FТ4, FТ4/FТ3 ratio
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Амиодарон — широко используемый антиарит-
мический препарат, представляющий собой богатое 
йодом производное бензофурана. Каждая молекула 
амиодарона содержит 37,5% йода. Ежедневно в цир-
куляторное русло с 1 таблеткой поступает 6 мг сво-
бодного йода, в то время как суточная потребность 
в йоде примерно 100-200 мкг/сут. [1, 2, 3]. Период 
полувыведения амиодарона составляет 20-100 дней. 

Более того, из-за липофильности препарата, спо-
собствующей его накоплению в жировой ткани, по-
вышенный уровень йода в циркуляции сохраняется 
не менее 6 месяцев после его отмены [1, 4].

Влияние амиодарона на щитовидную железу 
(ЩЖ) обеспечивается как наличием в составе его 
молекулы большого количества йода, так и струк-
турной схожестью его молекулы с молекулой ти-
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роксина. В результате, прием амиодарона в течение 
первых 3 месяцев сопровождается изменением ла-
бораторных показателей (Т3, Т4, ТТГ) без наруше-
ния функции ЩЖ, а у 15–20% больных лечение 
амиодароном может приводить к развитию гипоти-
реоза или тиреотоксикоза [1, 2, 5, 6, 7].

В отличие от амиодарон-индуцированного ги-
потиреоза, диагностика и лечение амиодарон-ин-
дуцированного тиреотоксикоза (АмИТ) сопряжена 
с большими трудностями.

Различают 2 типа АмИТ. АмИТ 1 типа развива-
ется в результате избыточного неконтролируемого 
синтеза тиреоидных гормонов из-за поступления 
больших количеств йода в ЩЖ больных, обычно 
уже имеющих латентную болезнь Грейвса или мно-
гоузловой зоб. АмИТ 2 типа или деструктивный 
тиреоидит — следствие ассоциированного с йодом 
и/или амиодароном воспаления и деструкции ЩЖ 
и поступления в циркуляцию уже синтезирован-
ных в ЩЖ тиреоидных гормонов. Выделяют также 
смешанный (вызванный сочетанием деструкции 
фолликулярного эпителия ЩЖ с гиперпродукцией 
тиреоидных гормонов) тип АмИТ [8].

Диагностика связанного с избыточным посту-
плением йода автономного тиреотоксикоза не вы-
зывает проблем, однако отличить АмИТ у больного 
с предшествующей болезнью Грейвса от деструк-
тивного тиреоидита в отсутствие явных клиниче-
ских признаков, таких как офтальмопатия (пре-
тибиальная микседема, акропатия), чрезвычайно 
сложно. Никакие другие клинические симптомы, 
а также используемые в настоящее время диагно-
стические тесты (24-часовой захват радиоактивно-
го йода, определение антипероксидазных антител 
и сывороточной концентрации интерлейкина-6) 
не обладают высокой точностью. Применение ска-
нирования ЩЖ c 99mTc-sestamibi (MIBI) пока еще 
мало изучено [9]. Наиболее подходящими тестами 
считают оценку кровотока в ЩЖ c помощью цвет-
ного доплеровского картирования (ЦДК) и опреде-
ление антител к рецептору ТТГ (атТТГ-рец.), одна-
ко даже они не всегда позволяют различить 1 и 2 
подтипы АмИТ [3, 10, 11,12]. Между тем, диффе-
ренциальная диагностика 1 и 2 типов АмИТ крайне 
необходима, так как от её результатов зависит так-
тика ведения пациентов [13,14]. В этой связи поиск 
новых диагностических тестов, позволяющих диф-
ференцировать типы АмИТ, является актуальным.

Как известно, при болезни Грейвса, ЩЖ выраба-
тывает избыточное количество как тироксина (Т4), 
так и трийодтиронина (Т3), в то время как в случае 
деструктивного тиреоидита в системном кровотоке 
преобладает Т4. В ряде исследований показано, что 
соотношение Т3 и Т4 достоверно отличается у боль-

ных болезнью Грейвса и деструктивными вариан-
тами тиреоидита и может быть использовано для 
дифференциальной диагностики этих двух причин 
тиреотоксикоза [15,16,17]. 

Учитывая, что механизм развития тиреотокси-
коза при АмИТ 1 типа аналогичен таковому при бо-
лезни Грейвса, а при АмИТ 2 типа — деструктив-
ному тиреоидиту, в настоящей работе мы изучили 
уровни свободных тиреоидных гормонов (св. Т4 
и св. Т3) в сыворотке крови больных с известными 
типами АмИТ и их соотношение (св.Т4/св.Т3) с це-
лью возможного использования последнего в диф-
ференциальной диагностике АмИТ 1 и 2 типов.

Материалы и методы
В исследование включили 45 больных АмИТ, 

находившихся на лечении в отделениях эндокри-
нологии НМИЦ им. В.А.Алмазова. 

Дизайн исследования: наблюдательное ретро-
спективное

Критерии включения:
– мужчины и женщины в возрасте от 20 до 85 

лет 
– наличие явного тиреотоксикоза
– установленный тип АмИТ (для АмИТ 1 

типа: наличие атТТГ-рец. в диагностическом ти-
тре, кровоток по ЦДК II-III и эффект от лечения 
тионамидами; для АмИТ 2 типа: отсутствие атТ-
ТГ-рец., кровоток по ЦДК 0-I, эффект от лечения 
глюкокортикоидами)

– определение св. Т4 и св. Т3 до начала лече-
ния тиреотоксикоза

Критерии невключения:
– смешанный или неустановленный вариант 

АмИТ
– автономный АмИТ
Критерии исключения:
– определение свободных тиреоидных гор-

монов на фоне лечения
– использование другого, отличного от ука-

занного, метода исследования тиреоидных гормонов 
– неодновременное определение свободных 

тиреоидных гормонов
– наличие узлов в ЩЖ, размер которых пре-

вышает 1 см 
– беременность и кормление грудью
– употребление наркотиков и другие виды 

токсикомании
Исследование было одобрено Этическим коми-

тетом НМИЦ им. В.А. Алмазова. Все больные под-
писали информированное согласие до включения 
в исследование.

Дизайн исследования: ретроспективное наблю-
дательное.
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Свободный тироксин (св. Т4) определяли ме-
тодом ИФА (AxSYM) (нормальные значения 9,14-
23,81 пмоль/л), свободный трийодтиронин (св.
Т3) — методом ИФА (AxSYM) (нормальные зна-
чения 2,23-5,35 пмоль/л). Антитела к рецептору 
ТТГ (атТТГ-рец.) определяли конкурентным им-
муноферментным анализом на аппарате Alegria 
(Orgentec) (нормальные значения менее 1,0 МЕ/л). 
Ультразвуковое исследование ЩЗ c оценкой парен-
химатозного кровотока методом цветного доппле-
ровского картирования (ЦДК) выполняли на ап-
парате ACUSON ASPEN линейным датчиком 5-10 
МГц в стандартных позициях. Результаты оценива-
ли согласно рекомендациям Bogazzi F. и соавторов, 
а именно: 0 — отсутствие кровотока в паренхиме 
ЩЖ, I- слабо выраженный, нечеткий, неоднород-
ный паренхиматозный кровоток, II –диффузный 
гомогенный повышенный паренхиматозный кро-
воток, III — значительно увеличенный кровоток 
[18]. При этом 0 и I типы паренхиматозного крово-
тока считали присущими АмИТ 2 типа, II и III — 
АмИТ 1 типа.

Для проведения статистического анализа исполь-
зовалась программа SPSS 15.0. 2 случая с крайне 
высокими значениями св.Т4/св.Т3 были идентифи-
цированы как выбросы. В соответствии с критерием 
Шапиро-Уилка распределение св.Т4 /св.Т3 для каж-
дого типа заболевания не отличалось существенно 
от нормального распределения. Это позволило для 
сравнения средних значений применять однофак-
торный дисперсионный анализ. Однофакторный 
дисперсионный и дискриминантный анализ.

Результаты исследования
Среди 45 включенных в исследование больных 

АмИТ было 29 (64,4%) мужчин и 16 (35,6%) жен-
щин в возрасте от 28 до 83 (ср. возраст 60,7±8,6) 
лет. АмИТ1 установили 12 больным (6 мужчинам 
и 6 женщинам), в возрасте от 28 до 83 (59,8±13,8) 
лет. Все больные этой группы имели клинические 
симптомы тиреотоксикоза, 4 человека –инфильтра-
тивную офтальмопатию. Диффузное увеличение 
ЩЖ выявили у 8 из 12 больных. У всех больных 
(100 %) были обнаружены атТТГ-рец. У большин-
ства больных (9 из 12) при ЦДК обнаружили III 
тип кровотока в ЩЖ, в 3 случаях кровоток соответ-
ствовал II типу. Лечение тионамидами оказалось 
эффективным во всех 12 случаях (таб.1).

АмИТ2 диагностировали у 33 больных: у 9 че-
ловек — на основании отсутствия (тип 0) парен-
химатозного кровотока, у 24 — слабо выраженно-
го, нечеткого (тип I) паренхиматозного кровотока. 
Среди включенных в группу было 23 мужчины и 11 
женщин в возрасте от 44 до 82 (ср.возраст 61,2±9,4) 
лет. Все больные имели клинические симптомы 
тиреотоксикоза, ЩЖ была увеличена у 13 из 33 
больных, в остальных 20 случаях размеры ЩЖ 
не превышали нормальных значений. АтТТГ-рец. 
oтсутствовали у всех включенных в эту группу 
больных. Монотерапия глюкокортикоидами (пред-
низолоном) была эффективной у всех больных 
АмИТ2 (таб.1).

Средний возраст больных в группе АмИТ1 
(59,8±13,8) не отличался от такового в группе 
АмИТ2 (61,2±9,4), но в группе больных АмИТ2 

Таблица 1. Основные клинические характеристики, тесты, оценивающие функцию  
щитовидной железы, и данные допплерографии у больных амиодарон-индуцированным  

тиреотоксикозом 1 (АмИТ 1) и 2 (АмИТ 2) типов

Параметр АмИТ 1 типа АмИТ 2 типа P

Число больных 12 33

Возраст, лет 59,8±13,8
[28-83]

61,2±9,4
[42-82] >0,05

Ж/М (n, %) 6/6 (50/50%) 10/23 (30,3/69,7%) >0,05

Тип кровотока по данным ЦДК II — III 0-I

Антитела к ТТГ-рец. + -

св.Т4 пмоль/л 17,8±3,7
[13,6-26,8]

36,2±19,1
[13,1-34,9] 0,002

св.Т3 пмоль/л 6,9±1,7
[1,57-32,1]

7,8±5,8
[1,57-32,1] >0,05

св.Т4/св.Т3 соотношение 2,7±0,8
[1,63-4,32]

6,1±5,7
[2,34-32,85] 0,048

Эффективное лечение Тионамиды Преднизолон
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число мужчин было несколько больше (69,7%), чем 
в группе АмИТ1 (50%) (р>0,05). Клинические сим-
птомы тиреотоксикоза оказались схожими в срав-
ниваемых группах, за исключением размеров ЩЖ: 
средний объем ЩЖ в группе больных АмИТ1 
(41,8±29,6 мл) был больше, чем в группе больных 
АмИТ2 (21,0±9,1 мл) (р = 0,02). 

Средние значения сывороточной концентрации 
св.Т3 в группе больных АмИТ1 (6,9±1,7 пмоль/л) 
не отличались от таковых у больных АмИТ2 (7,8±5,8 
пмоль/л), в то время как были выявлены различия 
в средних значениях св.Т4 (17,8±3,7 и 36,2±19,1 
пмоль/л соответственно) (р=0,002) (рис. 1). 

Соотношение св.Т4 /св.Т3 у больных АмИТ1 
находилось в диапазоне от 1,63 до 4,32 (ср. 2,7± 
0,8). В группе АмИТ2 соотношение св.Т4 /св.Т3 
варьировало от 2,34 до 32,85 и в среднем (6,1±5,7) 
было выше, чем в первой группе (р= 0,048).

В соответствии с критерием Шапиро-Уилка 
распределение св.Т4/св.Т3 для каждого типа забо-
левания не отличалось существенно от нормаль-
ного распределения. Это позволило для сравнения 
средних значений применить однофакторный дис-

персионный анализ, который показал, что разница 
в средних значениях соотношения св.Т4 /св.Т3 при 
1 и 2 типах АмИТ не случайна (p=0,01) (рис.2). 

У 75% больных АмИТ1 соотношение св.Т4 /
св.Т3 оказалось < 3,10, в то время как 75% боль-
ных АмИТ2 соотношение св.Т4/св.Т3 — > 3,65 
(табл.2). Применение дискриминантного анализа, 
где в качестве дискриминирующих параметров 
были взяты паренхиматозный кровоток при ЦДК 
и соотношение св.Т4 /св.Т3 дали 100% результат 
в сравнении с классификацией больных по параме-
трам aтТТГ-рец. и параметрами паренхиматозного 
кровотокa при ЦДК.

Обсуждение результатов
Дифференциальный диагноз 1 и 2 типов АмИТ 

представляет серьезную диагностическую пробле-
му, между тем, правильный диагноз — ключ к бы-
строму устранению тиреотоксикоза, который суще-
ственно ухудшает жизненный прогноз.

Дизайн настоящего исследования — ретро-
спективное, наблюдательное; включение больных 
в группы 1 или 2 типом АмИТ выполняли не только 

Таблица 2. Перцентили значений соотношения св.Т4 /св.Т3 при АмИТ1 и АмИТ2

Параметры АмИТ1 АмИТ2

Количество 12 33

Количество пропущенных данных 0 0

Перцентиль 25
 50
 75

2,168
2,705
3,100

3,650
4,253
5,298

Рисунок 1. Показатели значений св. Т4 и св.Т3 у больных с различными типа  
амиодарон-индуцированного тиреотоксикоза. Группа 1 — АмИТ1, группа 2 — АмИТ2
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по результатам наличия или отсутствия атТТГ-рец. 
и данным ЦДК ЩЖ, но на основании положитель-
ного эффекта от лечения (тионамидами — при 
АмИТ1 и преднизолоном — при АмИТ2). Такие 
критерии позволили сократить до минимума ошиб-
ки в определении типа АмИТ. В результате из 45 
больных в группе АмИТ 1 оказалось 12 человек, а в 
группе АмИТ 2 — 33 человека. Значительное пре-
обладание больных АмИТ2 в исследуемой популя-
ции согласуется с данными F. Bogazzi и соавторов 
[19], которые уточняют, что соотношение двух ти-
пов АмИТ изменилось в последние годы не за счет 
уменьшения числа больных АмИТ1 (этот показа-
тель остался неизменным), а за счет абсолютного 
возрастания больных АмИТ2. Авторы объясняют 
этот феномен тем, что в последние годы перед на-
значением амиодарона больных обычно обследуют. 
В результате обследования выявляют патологию 
ЩЖ (латентную форму болезни Грейвса или узло-
вой зоб), которая может спровоцировать развитие 
АмИТ1, но не АмИТ2. АмИТ2 — деструктивный 
тиреоидит — развивается в неизмененной ЩЖ и не 
может быть выявлен до назначения амиодарона.

В нашем исследовании средний возраст боль-
ных сравниваемых групп не отличался и составил 
59,8±13,8 в группе больных АмИТ1 и 61,2±9,4 — 
в группе АмИТ2. Не было обнаружено различий 
в клинических симптомах тиреотоксикоза при 1 
и 2 типах АмИТ, кроме того, что в группе АмИТ2 
было значимо больше мужчин (69%) по сравнению 
с группой АмИТ1 (50%), а больных АмИТ 1 имели 
больший объем ЩЖ (41,8±29,6 мл) по сравнению 
с таковым больных АмИТ2 (21,0±9,1 мл). Получен-
ные нами данные совпадают с результатами других 
исследователей [1, 3, 20, 21, 22].

Основной целью настоящего исследования было 
изучение возможности использования оценки сы-
вороточной концентрации свободных тиреоидных 
гормонов (св.Т4 и св.Т3), а также их соотношения 
(св.Т4/св.Т3) для дифференциальной диагностики 
АмИТ 1 и 2 типов. 

В основе этого предположения лежит тот 
факт, что у больных тиреотоксикозом степень 
повышения циркулирующих в крови тиреоидных 
гормонов, зависит, в том числе, от его этиологии 
[23, 24, 25]. Так при тиреотоксикозе, вызванном 
болезнью Грейвса, обнаруживают относительно 
более высокий уровень Т3, чем Т4. Это явление 
связывают со стимуляцией атТТГ-рец. экспрес-
сии в ЩЖ дейодиназы II типа (D2), которая, 
в свою очередь, обеспечивает интратироидаль-
ное образование из Т4 значительных количеств 
Т3 и его высокую концентрацию в системной 
циркуляции [26, 27]. 

При деструктивном тиреодите — основной гор-
мон в системной циркуляции — Т4, -образуется 
в результате утечки из поврежденных фолликулов 
ЩЖ. Повышение в крови Т3 менее выражено из-за 
уменьшения экcпрессии дейодиназ (D1 и D2), как 
в ЩЖ, так и в периферических тканях [28].

В ряде исследований показано, что уровни ти-
реоидных гормонов (св.Т4, св.Т3) и их соотноше-
ние (св.Т3/св.Т4) значимо отличаются у больных 
болезнью Грейвса и деструктивными вариантами 
тиреоидитов (тиреоидит де Кервена, безболевой 
тиреоидит). Более того, соотношение св.Т3/св.Т4 
авторами этих исследований предлагается в каче-
стве простого и быстрого теста дифференциальной 
диагностики двух видов тиреотоксического син-
дрома [16, 17, 23, 29, 30].

Рисунок 2. Показатели соотношения св.Т4/св.Т3 у больных с амиодарон-индуцированного  
тиреотоксикоза 1 и 2 типов. Группа 1 — АмИТ1, группа 2 — АмИТ2.
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В литературе представлены единичные иссле-
дований, в которых изучена сывороточная кон-
центрация тиреоидных гормонов, а также их со-
отношение у больных АмИТ 1 (развивающегося 
по типу болезни Грейвса) и 2 типов (развивающе-
гося по типу деструктивного тиреоидита) [3, 11,12, 
19].

Так в одной из первых исследований, которое 
было опубликовано в 2002, S. E. M. Eaton и соавто-
ры не нашли значимых различий в уровнях Т4 и Т3 
в группах больных АмИТ1и АмИТ2 типов, однако 
они подчеркнули наличие четкой тенденции к бо-
лее высоким значениям Т4 у больных АмИТ2 (74,8 
(25,9–111,9) пмоль/л) по сравнению с таковыми 
при АмИТ1 (52,1 (33,1–110,3) пмоль/л) [12].

В следующем году появилась работа F. Bogazzi 
и коллег, в которой они показали, что средняя сыво-
роточная концентрация св. Т4 была значимо выше 
у больных АмИТ2 (37±15 пг/мл) по сравнению с его 
уровнем при АмИТ1 (среднее значение 26±15 пг/
мл) (p<0,02), в тоже время ими не была обнаружена 
разница у уровнях Т3 [11]. Более того, в 2007 году 
F. Bogazzi и коллеги опубликовали еще одну работу, 
представившую данные не только по уровню тиро-
идных гормонов, но и их соотношению (cв.Т4/св.Т3) 
у 215 больных 1 и 2 типами АмИТ. Оказалось, что 
средние значения св.Т3 не отличались у больных 
1 и 2 типами АмИТ, в то время как они обнаружи-
ли различия в средних концентрациях св. Т4 при 
АмИТ1 (36,50±19,13 пмоль/л) и АмИТ 2 (44,85±19,67 
пмоль/л). Соотношение cв.Т4/св.Т3 при АмИТ1 со-
ставило 3,26±1,50, в то время как у больных АмИТ2 
оно оказалось выше 4,01±1,38 (p< 0,0001) [19].

Результаты нашего исследования подобны дан-
ным, полученным F. Bogazzi и соавторами. Нами 
была обнаружена разница в сывороточной концен-
трации св.Т4 у больных АмИТ1 17,8±3,7 и АмИТ2 
36,2±19,1 пМоль/л, в то время как уровни св.Т3 
достоверно не отличались. Различия были получе-
ны и в соотношении св.Т4/св.Т3 у больных АмИТ1 
(2,7±0,8) и АмИТ2 (6,1±5,7), причем, как показал 
однофакторный дисперсионный анализ, разница 
в соотношении не была случайной.

Заключение и выводы
1. Среди больных АмИТ преобладают больные 

АмИТ2.
2. Уровень св. Т4 и соотношение св.Т4 /св.Т3 

значимо отличается при 1 и 2 типах АмИТ.
3. У 75% больных АмИТ1 соотношение св.Т4 /

св.Т3 < 3,10, в то время как у 75% больных АмИТ2 
соотношение св.Т4 /св.Т3 > 3,65.

4. Соотношение св.Т4/св.Т3 может быть ис-
пользовано в дифференциальной диагностике 1 и 2 
типов АмИТ.
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Резюме
Сложность эпилепсии и эпилептического приступа как клинических и патофизиологических понятий 

находит своё отражение в большом числе предложенных экспериментальных моделей эпилепсии. Их 
можно разделить на острые и хронические, химические и электрические. В настоящем обзоре рассмо-
трены некоторые наиболее типичные модели различных типов, используемые на лабораторных крысах. 
Обобщены результаты применения этих моделей в изучении стимуляции блуждающего нерва как совре-
менного метода лечения фармакорезистентной эпилепсии.
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Введение
Согласно рабочему определению Междуна-

родной лиги по борьбе с эпилепсией (International 
League Against Epilepsy (ILAE)), эпилепсия — это 
заболевание головного мозга, отвечающее следу-
ющим критериям: 1) не менее двух неспровоци-
рованных (или рефлекторных) эпилептических 
приступов с интервалом более 24 ч; 2) один не-
спровоцированный (или рефлекторный) приступ 
и вероятность повторения приступов, близкая 
к общему риску рецидива (60%) после двух спон-
танных приступов, в последующие 10 лет; 3) уста-
новленный диагноз эпилептического синдрома [1]. 
В свою очередь, эпилептический приступ — это 
возникновение преходящих жалоб и симптомов 
в результате аномальной избыточной или гипер-
синхронной нейрональной активностью в голов-
ном мозге [2]. Как видно, эпилепсия описывается 
исключительно через клиническую феноменоло-
гию, в то время как определение приступа содер-
жит также и обобщённое патофизиологическое 

обоснование. В связи с этим возникает трудность 
адекватного воспроизведения различных форм т. н. 
хронической эпилепсии и острых эпилептических 
приступов у лабораторных животных, что находит 
своё отражение в большом количестве предложен-
ных экспериментальных моделей (см. табл. 1, 2). 

Термин «острый» в данном случае означает, что 
эпилептическая активность сохраняется в течение 
часов и дней после экспозиции, «хронический» — 
в течение дней и месяцев [3]. С качественной точ-
ки зрения различие между этими характеристика-
ми состоит в том, что в первом случае приступы 
возникают в связи с нанесённым раздражением, во 
втором — спонтанно, хотя это разграничение ус-
ловно, особенно в случае киндлинга.

Стимуляция блуждающего нерва (англ. “vagus 
nerve stimulation”, VNS) относится к паллиативным 
методам лечения фармакорезистентной эпилепсии. 
Он используется при неэффективности или невоз-
можности выполнения резекции или деструкции 
эпилептического очага. Современный этап разви-
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тия VNS начался с работ американского нейрофи-
зиолога Jacob Zabara, опубликованных во второй 
половине 1980-х гг. Он проводил стимуляцию пери-
ферических нервов у собак в ответ на автоматиче-
ски детектируемую эпилептиформную активность 
на электроэнцефалограмме (ЭЭГ) электрическими 
импульсами следующих характеристик: сила тока 
1-10 мА, ширина 0,1-1,0 мс, частота 20-150 Гц. 
Zabara использовал при этом модель острого ге-
нерализованного тонико-клонического приступа 
с внутривенным введением 1%-го раствора стрих-
нина. VNS позволяла не только останавливать, но и 
предупреждать развитие пароксизма [4].

Несмотря на большое число проведённых за 
последние 30 лет доклинических и клинических 
исследований, посвящённых VNS, остаются не-
решенными две принципиальные проблемы, свя-
занные с данным методом: во-первых, неизвестен 
механизм его противоэпилептического действия, 
во-вторых, не определены предикторы исхода лече-
ния. Критерием эффективности VNS считают сни-
жение частоты эпилептических приступов на 50% 

и более. По данным большинства исследователей, 
эта цель достигается лишь у 50% пациентов, хотя 
со временем вероятность положительного ответа 
на стимуляцию растёт [5-7]. Можно предположить, 
что субоптимальная эффективность метода связа-
на с недостаточно точными показаниями к его при-
менению и/или отсутствием патофизиологически 
обоснованного протокола комплексного лечения 
пациентов, включающего как подбор параметров 
VNS, так и медикаментозное лечение.

Таким образом, сохраняется потребность в до-
полнительных фундаментальных исследованиях 
механизмов VNS. В связи с отсутствием всеобъ-
емлющей модели эпилепсии эти исследования 
следует проводить с использованием различных 
парадигм, как острых, так и хронических. Целью 
данной статьи является обзор наиболее широко ис-
пользуемых моделей эпилепсии и эпилептических 
приступов и их вклада в решение задач, связанных 
с VNS. Основное внимание будет уделено моде-
лированию эпилепсии на лабораторных крысах 
(Rattus norvegicus) пород Wistar и Sprague Dawley.

Таблица 1. Классификация моделей эпилепсии по типу приступов

Моделируемый тип приступа Модель

Фокальные 

Аппликация металлов (Zn, Co, Al) на кору
Каиновая кислота
Пилокарпин
Киндлинг
Тетанотоксин
Прямая электрическая стимуляция

Фокальные с трансформацией 
в билатеральные тонико-клонические 
судороги (вторично-генерализованные)

Пентилентетразол
Пенициллин

Тонико-клонические Максимальный электрошок
Пентилентетразол

Абсансы Пенициллин
Пентилентетразол

Миоклонические Минимальный электрошок

Таблица 2. Классификация экспериментальных моделей эпилепсии по характеру эффекта

Острые приступы Хроническая эпилепсия

Пенициллин
Пентилентетразол
Каиновая кислота
Прямая электрическая стимуляция коры
Максимальный электрошок
Роговичная (корнеальная) стимуляция 6 Гц

Алюминий
Кобальт
Сульфат цинка
Пилокарпин
Каиновая кислота
Пенициллин
Пентилентетразол (химический 
киндлинг)
Киндлинг
Максимальный электрошок
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Химические модели эпилепсии
Блокаторы GABAA-рецепторов
Данная группа агентов используется в первую 

очередь, но не исключительно, для моделирования 
острых приступов, чаще всего не сопровождаю-
щихся патоморфологически верифицируемым по-
вреждением головного мозга. В типичном случае 
при системном введении у подопытных животных 
наблюдают следующую динамику [8]:

1. Застывание;
2. Миоклонические подёргивания;
3. Клонические судороги;
4. Тонико-клонические судороги.
Рассмотрим два примера ГАМКергических мо-

делей эпилепсии, одна из которых основывается 
на топической аппликации конвульсанта, а вторая 
— на системном его введении. Приступы при на-
несении на кору или интрацеребральном введении 
солей металлов, хотя и обладают, по всей видимо-
сти, схожим патогенезом, проявляются иначе и по-
тому будут рассмотрены отдельно.

Пенициллин G [9]. Используется как для мест-
ного, так и системного введения. Чаще практикует-
ся топическая аппликация — нанесение тампоном 
1,7-3,4 ммоль (или 500 МЕ) раствора пенициллина 
— либо внутримозговая инъекция с последующей 
регистрацией электрокортикограммы в месте раз-
дражения [10]. Например, интракортикальное вве-
дение 15-30 МЕ приводило к развитию контралате-
ральных клонических судорог в конечностях через 
пять минут после выхода из галотанового наркоза; 
при введении 200 МЕ они дополнялись разгибани-
ем головы и хвоста; инъекция 300 МЕ провоциро-
вала контралатеральные тонико-клонические су-
дороги, иногда (в 20% случаев) с трансформацией 
в билатеральные [11]. Системное внутрибрюшин-
ное введение 1,0-5,0 млн ЕД/кг позволяет модели-
ровать хроническую эпилепсию с абсансами и/или 
тонико-клоническими приступами [12, 13].

Пентилентетразол (PTZ). Данная модель наря-
ду с максимальным электрошоком наиболее часто 
используется в доклинических испытаниях анти-
эпилептических препаратов. Тип и тяжесть инду-
цируемых в ней приступов зависят от дозы и пути 
введения. Подкожное введение PTZ 70-90 мг/кг 
вызывает у крыс генерализованные клонические 
приступы, а 100 мг/кг — тонико-клонические [14]. 
Более низкие дозы (менее 60 мг/кг) используют для 
моделирования острых абсансов, а также для хи-
мического киндлинга. В последнем случае 37,5 мг/
кг PTZ вводят внутрибрюшинно один раз в два дня 
до тех пор, пока в результате не будут воспроизво-
диться вызванные генерализованные тонико-кло-
нические приступы [15-17]. 

Аппликации металлов
Нанесение на поверхность коры головного или 

интрацеребральное введение соединений некото-
рых металлов (гидроксида алюминия, сульфата 
цинка, хлорида кобальта) позволяет моделировать 
эпилепсию в подостром эксперименте. Спонтан-
ные приступы при этом возникают спустя несколько 
дней, т. е. имеет место латентный период.

Примером модели, относящейся к данной груп-
пе, является аппликация аппликация кобальтового 
(кобальт-хлоридного) порошка или проволочки 
(1-2 мм длиной) [18, 19]. В высоких дозах (25 мг) 
кобальт вызывает эпилептический статус через 15 
минут и, спустя 3-5 дней, спонтанные приступы. 
В очаге повреждения снижается синтез ГАМК 
и глутаматдекарбоксилазы, происходит гибель ней-
ронов. Вероятно, кобальт также влияет на проводи-
мость каналов NMDA-рецепторов [20]. Недостат-
ками данной модели являются высокая смертность 
животных и сравнительно короткий эпилептоген-
ный эффект (3-4 недели) [21].

Модели хронической височной эпилепсии, 
основанные на провокации эпилептического 
статуса

Мезиобазальная височная эпилепсия — наибо-
лее распространённая форма фокальной эпилепсии 
у взрослых с высоким риском развития фармако-
резистентности. Широко используются две экс-
периментальные химические модели (каинатная 
и пилокарпиновая), воспроизводящие следующие 
аспекты данного заболевания [22]:

• Локализация эпилептического очага в ме-
зиобазальных структурах височной доли, входящих 
также в лимбическую систему: гиппокампе, минда-
левидном ядре (амигдале), энторинальной коре;

• Частое присутствие указаний на перене-
сённое «предрасполагающее» повреждение голов-
ного мозга (например, фебрильные судороги);

• Латентный период с момента «предраспо-
лагающего» повреждения до появления приступов;

• Сопутствующий склероз гиппокампа, со-
ответствующий локализации и латерализации эпи-
лептического очага и верифицируемый патоморфо-
логически.

В этих моделях провоцирующим повреждением 
является эпилептический статус, вызванный си-
стемным или интрацеребральным введением хи-
мического агента. Как следствие, их использование 
сопряжено с высокой летальностью лабораторных 
животных.

Пилокарпин [23]. Введение пилокарпина интра-
перитонеально (320-400 мг/кг) или, реже, интра-
гиппокампально (1 мкл, 2,4 мг/мкл) через 5-10 мин 
приводит к формированию хронической височной 
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эпилепсии [24]. Поведенческие и электрофизиологи-
ческие изменения при этом проходят три стадии [25]:

1. Острая стадия: моторные приступы, разви-
вающиеся через 5-10 мин после экспозиции после-
довательно по стадиям, описанным R. J. Racine (см. 
ниже), с частотой раз в 5-15 мин. В большинстве 
случаев эти приступы переходят в эпилептический 
статус (примерно через 50-60 мин), который может 
привести к гибели животного. Статус длится около 
5-6 ч и, в случае благоприятного исхода, переходит 
в постиктальною кому, сохраняющуюся в течение 
24-48 ч. Этим событиям соответствует замещение 
высокоамплитудного тета-ритма в гиппокампе бы-
строволновой активностью с пиками, распростра-
няющейся по коре. Вероятно, проконвульсантный 
эффект пилокарпина обусловлен активацией му-
скариновых рецепторов и, как следствие, повыше-
нием возбудимости мембран нейронов.

2. Латентная стадия: длительностью 4-44 дня, 
характеризуется отсутствием приступов и норма-
лизацией электроэнцефалограммы. Предполага-
ется, что на этом этапе происходит эпилептогенез; 
в гиппокампе наблюдается снижение концентра-
ции ГАМК и повышение — глутамата [26].

3. Хроническая стадия: появление спонтан-
ных лимбических приступов различной частоты 
и семиологии.

Предложена следующая классификация экспе-
риментальных лимбических приступов, разрабо-
танная специально для химических моделей [22]:

1. Застывание и клонический подёргивания 
вокруг рта;

2. Автоматизмы;
3. Односторонние клонические судороги 

в грудной конечности;
4. Двусторонние клонические судороги 

в грудных конечностях;
5. Двусторонние клонические судороги 

в грудных конечностях с вставанием на тазовые 
и падением;

6. Тонико-клонические судороги.
Приступы возникают преимущественно в днев-

ное время и у некоторых животных характеризу-
ются кластерностью: приблизительно каждые 5-8 
дней наблюдается учащение пароксизмов [27]. 
При электрофизиологическом исследовании фик-
сируют разряды эпилептической активности, рас-
пространяющиеся из гиппокампа на неокортекс. 
Выявление приступов 1-го и 2-го типов требует 
постоянного видеомониторинга.

Необходимо отметить, что в разных лаборато-
риях используют собственные протоколы пилокар-
пиновой эпилепсии. В зависимости от дозы и пути 
введения препарата, а также применения с различ-

ными целями дополнительных веществ существен-
но меняется длительность стадий, вероятность 
развития эпилептического статуса и летальность. 
В частности, введение лития позволяет резко сни-
зить дозу пилокарпина, необходимую для индук-
ции статуса [28]. Имеют значение и конституцио-
нальные факторы, например, вид, порода, возраст 
и пол животного. Недостатком этой модели являет-
ся также то, что в результате введения пилокарпина 
повреждается не только гиппокамп, но и другие об-
ласти головного мозга, особенно при длительности 
эпилептического статуса более 30 мин [22].

Каиновая кислота [29]. Каиновая кислота — 
агонист ионотропных глутаматных рецепторов 
KA (GluK), широко представленных в регионе 
гиппокампа CA3 [30]. Используют интрацере-
бральное (интрагиппокампальное, интраамигда-
лярное) стереотаксическое введение 0,4-2,0 мкг 
(4-15 мг/кг) каиновой кислоты в физиологическом 
растворе, что приводит к развитию судорожного 
статуса через 5-60 минут, затем — повторных су-
дорожных приступов через 5-30 дней. Эпилепти-
ческая активность на ЭЭГ возникает через 10 ми-
нут после экспозиции. Также возможно системное 
введение 8-12 мг/кг интраперитонеально. Кроме 
того, в некоторых исследованиях каиновая кисло-
та вводилась в другие структуры головного моз-
га (например, в полосатое тело или чёрную суб-
станцию) либо использовались более низкие дозы 
конвульсанта с оценкой исключительно острых 
приступов [3].

Феноменология приступов и стадийность раз-
вития хронической эпилепсии в этой модели ана-
логичны пилокарпиновой. Хотя обе они исполь-
зуются достаточно часто, пилокарпиновая модель 
обладает некоторыми преимуществами по срав-
нению с каинатной: более предсказуемой биодо-
ступностью препарата, меньшей летальностью, 
большей вероятностью индуцирования эпилепти-
ческого статуса [30, 31]. В то же время, каинатную 
модель считают более селективной, поскольку для 
неё менее характерны, хотя и не исключены, экс-
тратемпоральные повреждения.

Электрические модели эпилепсии
К данной группе следует отнести по меньшей 

мере три экспериментальных модели, основанных 
на электрическом раздражении головного мозга 
животных. Во-первых, для индукции приступов 
можно использовать как надпороговую (конвуль-
сивные), так и подпороговую силу тока. Последнее 
характерно для киндлинга. В свою очередь, надпо-
роговые раздражители могут быть применены как 
ко всему головному мозгу, так и к отдельным его 
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структурам, что соответствует моделям с электро-
шоком и с локальной стимуляцией.

Киндлинг — развитие эпилептических присту-
пов в результате многократной электрической или 
химической стимуляции исходно подпороговой 
амплитуды [32]. Классический вариант киндлинга 
основывается на стимуляции различных структур 
головного мозга, в первую очередь относящихся 
к лимбической системе, с помощью имплантиро-
ванных внутричерепных электродов. Индуциру-
емые приступы, как правило, являются не спон-
танными, а вызванными. По мере эпилептизации 
головного мозга стимулом заданной силы наблю-
дают возникновение всё более сложных и дли-
тельных пароксизмов вплоть до билатеральных 
тонико-клонических судорог. Эта эволюция отра-
жена в упомянутой выше классификации Racine RJ 
(1972), описывающей последовательные измене-
ния феноменологии приступов у крыс [33]:

1. Движения рта и лицевой мускулатуры.
2. Кивки головой.
3. Клонические судороги в контралатераль-

ной грудной конечности.
4. Симметричные клонические судороги 

в грудных конечностях с вставанием на тазовые.
5. Вставание на тазовые конечности и паде-

ние.
Необходимо отметить, что данная система соз-

давалась только для оценки электрического кинд-
линга миндалевидного ядра у взрослых крыс. Меж-
ду тем, киндлингу с различной скоростью могут 
подвергаться и другие структуры головного мозга, 
хотя в большинстве исследований мишенями явля-
ются амигдала и гиппокамп [34, 35]. Стимуляция 
осуществляется при помощи имплантированных 
внутричерепных электродов электрическими им-
пульсами частотой 60 Гц пачками по 1-2 с. Каждое 
последующее воздействие производится импуль-
сами возрастающей амплитуды, пока на электро-
энцефалограмме не будет зарегистрирован разряд 
последействия. В качестве подпороговой величины 
импульса используют среднее между минимальной 
амплитудой, при которой был зафиксирован разряд 
последействия, и максимальной амплитудой, при 
которой ответ получен не был [33].

К преимуществам данной модели относят её 
воспроизводимость и низкую летальность лабо-
раторных животных. Тот факт, что приступы при 
киндлинге в основном возникают в ответ на сти-
муляцию и лишь иногда спонтанно, одновременно 
является и достоинством, и недостатком: с одной 
стороны, это позволяет получать приступы тогда, 
когда это необходимо исследователю, с другой, 
возникают сомнения по поводу того, насколько 

полно эта модель воспроизводит хроническую эпи-
лепсию человека [36]. Также необходимо отметить 
относительную техническую сложность и длитель-
ность подготовительного этапа в данной модели.

Электрошок. Наиболее широко использую-
щейся моделью данного типа является максималь-
ный электрошок [37]. Он позволяет моделировать 
генерализованные тонико-клонические приступы 
в остром эксперименте. Импульсы переменного 
тока длительностью 0,6 мс, частотой 50-60 Гц и ам-
плитудой, в 5-10 раз превышающую судорожный 
порог для данного животного (150 мА у крыс), по-
даются в течение 0,2 с на транскорнеальные или 
трансаурикулярные электроды [38, 39]. Сразу после 
экспозиции у животного развивается тоническая 
фаза приступа в виде максимального разгибания 
конечностей и туловища, сменяющаяся через 10-15 
с клоническими судорогами длительностью 20-30 с.

При использовании многократной стимуляции 
низкоамплитудными импульсами (2-3 мА) по ана-
логичной методике можно вызвать снижение судо-
рожного порога. Такая модификация этой модели 
по сути является неинвазивным электрическим 
киндлингом, хотя уступает классическому вариан-
ту в репрезентативности [40]. Роговичная стимуля-
ция импульсами низкой частоты (6 Гц) и большей 
длительности (3 с), предложенная ещё в 1950-х гг., 
в последние годы стала активно использоваться 
в качестве «скринингового» метода в доклиниче-
ских исследованиях противоэпилептических пре-
паратов [41-43]. Индуцируемые в этой парадигме 
приступы никогда не превышают по тяжести 1-2-ю 
стадии по Racine и потому ассоциируются с пси-
хомоторными приступами у человека. На основе 
протокола с низкочастотной стимуляцией также 
предложена киндлинговая модель фармакорези-
стентной эпилепсии [44].

Фундаментальные исследования 
стимуляции блуждающего нерва

Влияние VNS на течение экспериментальной 
эпилепсии изучалось многими авторами [45]. Сле-
дует, однако, отметить, что большинство данных 
публикаций не содержит достаточных описаний 
стимулирующей системы и, в частности, элект-
родов. В целом, чаще всего применяют специаль-
но изготовленные платиноиридиевые электроды 
с внутренним диаметром 1 мм и расстоянием меж-
ду катодом и анодом 2-3 мм [46, 47].

Имплантацию электродов как у человека, так и у 
подопытных животных осуществляют в шейном 
отделе левого блуждающего нерва. Это правило 
основано на следующих наблюдениях. Во-первых, 
как было показано у кошек и крыс, блуждающий 
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нерв на шейном уровне на 65-80% представлен аф-
ферентными волокнами типа С по классификации 
Erlanger-Gasser [48, 49]. В исследовании с исполь-
зованием пентилентетразоловой модели было уста-
новлено, что эффективность VNS не снижается при 
обработке ствола блуждающего нерва капсаицином, 
токсичным для безмиелиновых волокон, и опреде-
ляется, по всей видимости, проведением по низ-
копороговым волокнам типов А и В [50]. Следова-
тельно, при VNS амплитуды стимула должно быть 
достаточно лишь для активации волокон этих типов, 
а не всего нерва; кроме того, относительно высокая 
доля афферентных волокон определяется предпоч-
тительность стимуляции именно на шейном уров-
не. Во-вторых, по данным Randall W. C. и Ardell J. 
L. (1985, 1986), полученным в опытах на собаках, 
левый блуждающий нерв содержит эфферентные 
волокна к атриовентрикулярному узлу, а правый 
— к синоатриальному, и поэтому правосторонняя 
стимуляция может сопровождаться более высоким 
риском брадикардии и асистолии [51, 52]. Вместе 
с тем, этот взгляд не находит подтверждения в более 
поздних экспериментах на животных; кроме того, S. 
E. Krahl et al. (2003) показали, что выбор стороны 
стимуляции не влияет на её эффективность в отно-
шении подавления приступов [53, 54].

Блуждающий нерв крыс покидает полость че-
репа через рваное отверстие. До уровня выхода 
в грудную полость он следует вместе с шейным сег-
ментом симпатического ствола, образуя вагосимпа-
тический ствол. Этот ствол проходит вместе с об-
щей сонной артерией латеральнее трахеи. С целью 
выделения левого блуждающего нерва выполняют 
разрез длиной около 1-2 см на вентральной поверх-
ности шеи по срединной линии или слева от неё. 
Отсепаровывают подъязычные железы и мышцы 
и, продвигаясь в латеральном направлении, выхо-
дят в шейному сосудисто-нервному пучку. Нако-
нец, под увеличением микроскопа препарируют 
блуждающий нерв на протяжении 10 мм, отделяя 
его от общей сонной артерии [55]. Далее фиксиру-
ют электроды на нерве так, чтобы катод располагал-
ся ростральнее анода. Это связано с тем, что при 
стимуляции анод может блокировать дальнейшее 
распространение потенциалов действия по нерв-
ным волокнам (т. н. анодный блок) [56]. 

Эффективность VNS, как и любой проти-
воэпилептической терапии, может оценивать-
ся по различным критериям. Стимуляция может 
предупреждать развитие приступов; прерывать 
приступы в ходу; снижать их тяжесть, что может 
быть количественно выражено, например, в стади-
ях по Racine, и выраженность иктального паттерна 
(разряда последействия); повышать судорожный 

порог и замедлять скорость киндлинга, что было 
неоднократно показано в различных исследовани-
ях [45]. Например, в работе Raedt R. et al. (2011) 
с использованием данной модели VNS снижала 
тяжесть приступов (по шкале Racine) и продолжи-
тельность разрядов на ЭЭГ, увеличивала длитель-
ность латентного периода [57]. В классических 
экспериментах Woodbury D. M. и Woodbury J. W. 
(1990) острые пентилентетразоловые приступы по-
давлялись в период активной VNS и, наоборот, раз-
вивались при её прекращении [58]. Takaya M. et al. 
(1996), также использовавшие данную модель, по-
казали, что противоэпилептический эффект VNS 
зависит от общей длительности импульсации и со-
храняется в течение некоторого времени после её 
прекращения [59]. В исследовании Yang H.-J. et al. 
(2007) на этой же модели VNS подавляла приступы 
тем эффективнее, чем раньше начиналась стимуля-
ция и чем дольше она продолжалась [60]. 

Большинство доклинических исследований VNS 
основаны на острых моделях эпилепсии [45]. Одна-
ко данный метод показан для лечения лишь фарма-
корезистентной эпилепсии, поэтому более релевант-
ными оказываются хронические модели, например, 
киндлинг. Необходимо принимать во внимание 
своеобразие фармакорезистентности как клиниче-
ского феномена, вероятно, неоднородного в пато-
генетическом отношении. Учёт этих особенностей 
в дальнейшем изучении VNS приблизит фундамен-
тальные исследования к реальной клинической си-
туации и поможет повысить эффективность метода.

Выводы
На сегодняшний день разработано большое 

число моделей приобретённой эпилепсии и эпи-
лептического приступа in vivo. В целом, можно 
сказать, что наиболее часто обращаются к пило-
карпиновой, каинатной, пентилентетразоловой 
моделям, а также максимальному электрошоку 
и киндлингу. Принципиально, что при оценке безо-
пасности и эффективности новых методов лечения 
эпилепсии используют комбинацию моделей раз-
личного типа, что позволяет изучить их влияние 
на различные аспекты икто- и/или эпилептогенеза 
и спрогнозировать, при каком виде приступов эта 
терапия может быть наиболее эффективна. Безус-
ловно, это положение относится и к нейромодуля-
ционному хирургическому лечению, в частности, 
к VNS. Мультимодальные исследования механиз-
ма действия этого метода, биомаркеров, связанных 
с результатом стимуляции, позволят уточнить пока-
зания к его применению, оптимизировать алгоритм 
комбинированной терапии и, тем самым, повысить 
его эффективность.
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Резюме
В обзоре рассматриваются методы подбора химио- и биопрепаратов, их комбинаций с использова-

нием 2D и 3D моделей культур клеток для прогнозирования персонифицированного ответа пациентов 
со злокачественными новообразованиями (рак яичников, желудка, кишечника, легкого, молочной, под-
желудочной желез, опухоли головы и шеи) на химиотерапию. Приводятся показатели эффективности 
(чувствительность, специфичность, пролонгирование общей и безрецидивной выживаемости) методов 
оценки химиочувствительности на культурах опухолевых клеток при сравнении их с эффективностью 
химиотерапии пациентов. В статье освещаются преимущества и недостатки описываемых методов 
и перспективы их дальнейшего применения в клинической практике. 

Ключевые слова: методы in vitro подбора химиопрепаратов, злокачественные опухоли, химиопрепа-
раты, прогнозирование in vitro индивидуального ответа на химиотерапию, преимущества и недостатки 
методов in vitro
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Abstract
The review considers methods for selecting chemo- and biopreparations, their combinations using 2D and 

3D cell culture models to predict a personified response of patients with malignant neoplasms (ovarian, stomach, 
intestine, lung, lacteal, pancreas, head and neck cancer) to chemotherapy. Performance indicators (sensitivity, 
specificity, prolongation of total and disease-free survival) of chemosensitivity assessment methods in cultures 
of tumor cells are analyzed on the basis of their comparison with the effectiveness of chemotherapy of patients. 
The article highlights the advantages and disadvantages of the methods described, the prospects for their further 
application in clinical practice.

Key words: in vitro methods of selection of chemotherapeutic drugs, malignant tumors, chemotherapeutic 
drugs in vitro prediction of an individual response to chemotherapy, advantages and disadvantages of the in vitro 
methods
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Принятые сокращения: PT — пролиферативный 
тест; EDRA — оценка чрезмерной лекарственной 
устойчивости; CFA — колониеформирующий анализ; 
DiSC — дифференциальное окрашивание на цито-
токсичность; ATP assay — оценка жизнеспособности 
клеток по уровню аденозинтрифосфорной кислоты; 
HTDA — определение лекарственной чувствитель-
ности стволовых опухолевых клеток человека; CD-
DST — тест восприимчивости к химиопрепаратам 
культур, инкорпорированных в коллаген-геле; CAM 
assay — тест адгезии клеток к матриксу; FMCA — 
флуоресцентный микроанализ культуры на цито-
токсичность; SRB — тест с сульфородамином Б; 
МТТ — 3-(4,5-диметилтиазол-2ил)-2,5-дифенилtте-
тразолий бромид тест, HTCA — клоногенный ана-
лиз опухоли человека; CHTCA — капиллярный кло-
ногенный анализ опухоли человека; MiCK — анализ 

кинетики, индуцированного химиопрепаратами 
апоптоза в микрокультурах клеток; FCCA –опре-
деление химиочувствительности проточной цито-
метрией; DIMSCAN — полуавтоматическая систе-
ма обработки флуоресцентных микроскопических 
цифровых изображений; SCE — обмен сестрински-
ми хроматидами; s-FSC — метод управления систе-
мой обратной связи; EVA/PCD — внеорганизмен-
ный анализ программированной клеточной гибели; 
HDRA — метод определения лекарственного ответа 
гистокультур клеток; 2treat test — метод культиви-
рования опухолевых сфероидов; 3D-TGA — 3D 
модель опухолевого роста; PFS — безрецидивная 
и OS — общая выживаемость.

В настоящее время злокачественные новообра-
зования по распространенности, инвалидизации 
и смертности вышли на второе место после патоло-
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гии сердечно-сосудистой системы [1]. По прогно-
зам Международного агентства по изучению рака 
(Globocan) и ВОЗ в мире к 2035 г. ежегодная первич-
ная заболеваемость раком возрастет более чем на 70% 
по сравнению с 2012 г. (14,1 млн. случаев) [2, 3]. 
По данным тех же организаций в 2015 г. от онкологи-
ческих заболеваний в мире умерло 8,8 млн. человек, 
что составило 13% в структуре общей смертности на-
селения планеты [2]. По официальной статистике за 
2015 г. в Российской Федерации впервые выявлен 589 
341 случай заболеваемости злокачественными ново-
образованиями и 296 476 смертельных случаев [4].

Развитие онкологии, молекулярной биологии 
и генетики дало возможность учитывать молеку-
лярно-генетические индивидуальные особенности 
организма пациента при терапии злокачественных 
новообразований. Учет этих особенностей позво-
ляет преодолеть общую и перекрестную много-
факторную медикаментозную опухолевую рези-
стентность, являющуюся причиной образования 
вторичных неоплазий, их поликлональной про-
грессии и повышения злокачественности [5, 6, 7].

Основными направлениями терапии онкологи-
ческих заболеваний являются хирургическая ре-
зекция, лучевая и полихимиотерапия. Вследствие 
диффузного характера роста опухолей, их метаста-
зирования и диссеминации раковых клеток, акту-
альным является совершенствование радиационной 
и химиотерапии. Однако, применение последней со-
пряжено с рядом проблем. Развитие множественной 
общей, перекрестной и плейотропной лекарствен-
ной устойчивости злокачественных новообразова-
ний, связанной с экспрессией генов и мембранных 
белков-транспортеров, сопряжено с выведением 
химиопрепаратов из опухолевых клеток. Низкая 
проницаемость гематоэнцефалического и геми-
тестикулярного барьеров [8]. Слабое накопление 
химиопрепаратов в клетках неоплазий [9]. Инди-
видуальная выраженность побочных эффектов хи-
миотерапии, включающих интоксикацию, наруше-
ние общего тканевого метаболизма, дерегуляцию 
эндокринного аппарата, подавление иммунитета, 
развитие инфекционных осложнений, что в совокуп-
ности нередко приводит к инвалидизации пациентов 
и является главным фактором, препятствующим уве-
личению терапевтической дозы химиопрепаратов 
[10]. Отсутствие унифицированных схем примене-
ния химиотерапевтических средств [1, 11]. 

Для повышения эффективности химиотерапии 
используются методы оценки in vitro химиочувстви-
тельности неопластических клеток, применяемые 
в сочетании с другими исследованиями (цитомор-
фологическим, биохимическим, иммуногистохими-
ческим, молекулярно-генетическим) [12].

Культуральная система не в полной мере вос-
производит условия целостного организма, что 
надлежит учитывать при интерпретации полу-
ченных данных [11]. Отсутствие микроокруже-
ния, формирования опухолевой васкуляризации, 
нарушение межклеточных контактов, отсутствие 
барьерной функции, иммунной системы способ-
ствуют не полному соответствию восприимчиво-
сти опухолей к химиопрепаратам, применяемым 
in vitro и результатам, наблюдаемым in vivo [13]. 
Кроме того, химиопрепараты способны вступать 
во взаимодействие друг с другом, что инициирует 
развитие синергических, аддитивных и антагони-
стических эффектов [14]. 

Тем не менее, благодаря применению культур 
клеток, представляется возможным установить 
прямое цитотоксическое действие химиопрепара-
та или его комбинации (терапевтический индекс) 
по оценке гибели и/или пролиферативной активно-
сти раковых клеток. Использование культуры опу-
холевых клеток позволяет провести мониторинг 
химиочувствительности и исследовать механизмы 
общей медикаментозной и перекрестной резистент-
ности неоплазий в ходе их прогрессии и на разных 
этапах химиотерапии у больных [11]. Применение 
моделей in vitro позволяет провести скрининг по-
тенциальных и новых противоопухолевых веществ 
с целью прогнозирования эффективности их при-
менения и исключения неэффективных соединений 
[11]. Тестирование комбинаций химиотерапевтиче-
ских средств на культурах клеток дает возможность 
изучить их аддитивные, синергические или анта-
гонистические эффекты, выбрать наиболее рацио-
нальную схему терапии применительно не только 
к гистологическому типу новообразования, степе-
ни его злокачественности, цитологическому, ген-
но-биохимическому статусу, но и индивидуальной 
чувствительности пациентов [11]. Использование 
культуральных систем позволяет идентифицировать 
группу пациентов с повышенным риском рецидива, 
учитывая клиническую картину, цитологические, 
иммунохимические, биохимические и молекуляр-
но-генетические показатели [15]. Перечисленные 
обстоятельства инициировали создание множества 
методов определения лекарственной чувствитель-
ности, устойчивости опухолевых клеток и прогноза 
их реакции на химиотерапию.

Методы оценки in vitro 
персонифицированной чувствительности 
неопластических клеток к химиопрепаратам

Будучи отличными по принципиальным под-
ходам, ориентирам и технологиям исполнения, 
методы, тем не менее, включают одни и те же ба-
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зовые принципы: выделение клеток из образцов 
опухолей, инкубацию посевов с химиопрепарата-
ми, оценку выживаемости, митотического, клоно-
генного потенциала, ферментативной активности 
и интерпретацию полученных данных. 

Методы оценки химиочувствительности 
опухолевых клеток с использованием 2D моделей

 Пролиферативный тест (proliferative test — 
PT) показывает степень снижения митотического 
индекса по включению меченных аминокислот 
и оснований (3H-тимидин, 3H-уридин, 3H-лейцин, 
3H-метионин, 135I-метионин, 135I-бромдексиуридин) 
во вновь синтезируемую цепь ДНК в пролифери-
рующих клетках при сцинтилляционном подсчете 
импульсов на β- и γ-счетчиках с использованием 
авторадиографии, абсорбционного ридера или про-
точного цитофлуориметра [16]. Поскольку только 
делящиеся клетки захватывают метку, то здесь 
фиксируются инверсионные отношения между по-
глощением радиоактивности и чувствительностью 
к химиопрепаратам (табл. 1) [17]. 

Одним из вариантов данного метода является 
оценка чрезмерной лекарственной устойчивости 
(extreme drug resistance assay — EDRA). В этом 
тесте также применяется 3Н-тимидин, но образ-
цы не требуют суспензии одиночных клеток. Из-
мельченную ткань опухолей с помощью ДНКазы 
и коллагеназы I типа выращивают на агарозном 
геле и инкубируют с одним или несколькими хи-
миопрепаратами в течение 3-5 сут в дозах 5-80 раз 
превышающих физиологические. После чего на 48 
ч добавляют 3H-тимидин, радиоактивность которо-
го оценивают через равные промежутки времени. 
Только жизнеспособные, сверхустойчивые к хими-
опрепаратам клетки захватывают метку. Следова-
тельно, степень поглощения 3H-тимидина прямо 
коррелирует с резистентностью к химиопрепара-
там. Интерпретация результатов уникальна тем, 
что данный показатель выявляется как противо-
положный химиочувствительности. По сути метод 
задуман как средство достижения максимально 
возможной (более 90%-ной) отрицательной про-
гностической значимости, которая подтверждает 
правильность выбранного протокола и минимизи-
рует использование потенциально неэффективных 
цитостатических средств [18, 19, 20, 21]. Оцен-
ка устойчивости к 4-гидроксициклофосфамиду  
(4-HC) и доксорубицину культур клеток рака мо-
лочной железы от 103 пациентов с помощью мето-
да EDRA позволила выявить её корреляцию с без-
рецидивной (PFS, progression-free survival) и общей 
(OS, overall survival) выживаемостью пациентов. 
Период безрецидивной выживаемости был досто-

верно (Р=0,022) короче (48 мес.) в группе пациен-
тов (n=55), опухолевые клетки которых in vitro про-
являли чрезмерную или умеренную устойчивость 
к химиопрепаратам в сравнении с группой больных 
(n=41), в которой раковые клетки имели низкие 
значения химиоустойчивости (100 мес.). Общая 
выживаемость пациенток в группе с чрезмерной 
и умеренной лекарственной резистентностью была 
достоверно (Р=0,011) короче, чем в группе с низ-
кой in vitro химиоустойчивостью раковых клеток  
(табл. 1) [18].

50%-ное ингибирование индекса пролифера-
ции, оцениваемое по иммуногистохимическому 
окрашиванию антителами на маркер Ki-67 и уров-
ню экспрессии киназы ERK (extracellular signal-
regulated kinase), фосфо-ERK (pERK), положено 
в основу определения чувствительность клеток 
сквамозоклеточной карциномы головы и шеи  
к 8 таргетным препаратам (цетуксимаб, эрлотиниб, 
афатиниб, сорафениб, маситиниб, тивантиниб, 
понатиниб, рапамицин). Установлена корреляция 
между уровнем пролиферации, экспрессией pERK/
ERK в опухолевых клетках и их чувствительно-
стью к таргетным препаратам [22].

В тесте адгезии клеток к матриксу (cell adhesive 
matrix — CAM assay) неопластические клетки 
культивируют 14 сут на покрытых фибронектином 
или фибринопептидами чашках Петри, затем обра-
батывают химиопрепаратами и фиксируют с целью 
оценки выживаемости. Такой анализ позволяет 
с 60%-ной точностью предсказать ответ пациентов 
на химиотерапию [23].

Модель, разработанная Elprana D. et al. (1989), 
включает выращивание фрагментов сквамозокле-
точной карциномы головы и шеи пациента во взве-
шенном состоянии в тестовой трубке, заполненной 
ростовой средой с химиопрепаратами (цисплатин, 
5-фторурацил). У пациентов, получавших комби-
нацию препаратов, наблюдалась полная ремиссия 
в течение 4 мес. [24].

На количественном учете флуоресценции ос-
новывается флуоресцентный микроанализ куль-
туры на цитотоксичность (fluorescent microculture 
cytotoxicity assay — FMCA). В этом методе на клет-
ки линий глиом и первичных опухолей человека 
воздействуют тельцами (бусинками) и противоо-
пухолевыми препаратами, меченными витальным 
красителем — гидроэтидином. Жизнеспособные 
и мертвые клетки подсчитывают с использовани-
ем флуоресцентного микроскопа (табл. 1) [25]. Су-
ществует и другая модификация метода, в которой 
первичные культуры клеток (рака желудка, яич-
ников, колоректального рака и хронического лим-
фоцитарного лейкоза) окрашивают флуоресцеин 
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Таблица 1. Показатели эффективности методов оценки химиочувствительности на культурах 
опухолевых клеток

Метод Тип опухоли Количество 
пациентов Показатель Источник

Тесты с использованием 2D моделей опухолей

Пролифера-
тивный тест 
по включению 
3H-тимидина

рак яичников 25 чувствительность 60%,  
специфичность 100%

Hetland T. E. et 
al., 2012, [49]

рак яичников 108 чувствительность 85%,  
специфичность 72%

Khoo S. K. et al., 
1986, [10]

EDRA
рак яичников и уретры 51

чувствительность 75%,  
специфичность 100%, достоверная  
корреляция метода с PFS и OS

Matsuo K. et al., 
2010, [96]

рак молочной железы 103 достоверная корреляция метода с PFS 
(P=0,0393) и OS (p=0,0327) пациентов.

Mehta R. S. et al., 
2001, [18]

Сульфорода-
мин Б рак яичников 28 чувствительность 62,5%, специфичность 

89,5%
Arienti C. et al., 
2013, [97]

ATP-TCA/ 
EDRA рак яичников 30 чувствительность  96%,  

специфичность 26,3%
Hetland T.E. et 
al., 2012, [49]

ATP-TCA

рак яичников 80

чувствительность 88,6%, 
специфичность 77,8%,
достоверная корреляция со стадией 
опухоли и степенью злокачественности

Zhang J. et al., 
2015, [98]

глиома 30 чувствительность 70–90% ,
специфичность 90–100%

Linz U. et al., 
2014, [51]

рак молочной железы 496 показатели эффективности теста 
в зависимости от соединения 25,2–97,4%

Gwe Ahn S.et al., 
2014, [99]

рак яичников 61 чувствительность 60%, 
специфичность 79%

Neubauer H. et 
al., 2008, [100]

ATP-TCA

карцинома яичников 100 чувствительность 53-83%, 
специфичность 90%

Andreotti P.E.et 
al., 1995, [101]

рак желудка 36 чувствительность 46,2%, 
специфичность 95,7%

Kim J.H. et al., 
2010, [102]

рак поджелудочной 
железы 57

одногодичные и 3-летние показатели 
PFS в чувствительной к гемцитабину 
группе (57,4% и 0%) отличались (P<0,017) 
от устойчивых пациентов (25,3% и 3,6% 
соответственно).

Park J.S. et al., 
2016, [53]

CFA

рак легкого 326 чувствительность 60%, 
специфичность 91%

Kitten C. M. et 
al., 1983, [103]

глиома 470 чувствительность 60%, 
специфичность 100%

Alonso K, 1984, 
[8]

различная этиология 1500 чувствительность 57%,  
специфичность 92%

Bertelsen C. A. et 
al., 1984,[104]

различная этиология 2300 чувствительность 69%,  
специфичность 91%

Fiebig H. H. et 
al., 2004, [38]

CD-DST

злокачественная 
плевральная 
мезотелиома

26

чувствительность 100%,  
специфичность 36%, 
нет достоверной корреляции с клиническим 
ответом

Higashiyama M. 
et al., 2008, [105]

немелкоклеточный рак 
легкого 80

чувствительность 100%, специфичность 
64,7%-72,7%, достоверная корреляция  
с общей выживаемостью

Kawamura M. et 
al., 2007. [106]

различная этиология 554 чувствительность 100%, специфичность 
80%

Kobayashi H. et 
al., 1997, [107]
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Метод Тип опухоли Количество 
пациентов Показатель Источник

ChemoFX

рак яичников 262

показатель эффективности теста 78,2%. 
PFS и OS достоверно коррелировали 
с результатами теста, отнесенными как 
чувствительные

Tian C. et al., 
2014, [108]

сквамозоклеточная карци-
нома 285 чувствительность 87% специфичность 

58%
Grigsby P.W.et 
al., 2013, [109]

рак яичников 147
увеличение выживаемости пациентов 
в чувствительной против устойчивой 
группах

Herzog T. J.et al., 
2010, [110]

опухоли желудочно-кишеч-
ного тракта (рак желудка, 
кишечника, яичников, сарко-
мы, мезотелиома, аденокар-
цинома)

27

чувствительность 63%,
нет достоверных отличий (P=0,101 
и P=0,403, соответственно) между OS, 
PFS пациентов в группах, получавших 
химиотерапию согласно результатам in 
vitro и в группе без оценки химиочувстви-
тельности на культуре клеток

Bhagwandin S. et 
al., 2015, [65]

FMCA рак яичников 116

чувствительность 76%,
специфичность 42%,
нет достоверной корреляции между 
FMCA и ответом пациентов

von Heideman A. 
et al., 2014, [111]

MTT

рак желудка 353
показатель эффективности теста 88,2%, 
достоверная корреляция между данными 
теста и OS

Wu B. et al., 
2008, [112]

колоректальный рак 200
пролонгирование выживаемости пациен-
тов в чувствительной против устойчивой 
группах

Kabeshima Y.et 
al., 2002, [113]

рак яичников 120
пролонгирование выживаемости пациен-
тов в чувствительной против устойчивой 
группах

Xu X. et al., 
2013, [114]

рак яичников 120 специфичность 83% Taylor C.G. et al., 
2001, [115]

MiCK рак яичников 104 показатель эффективности теста 71,4% Salom E. et al., 
2012, [39]

Тесты с использованием 3D моделей опухолей

HDRA

рак яичников 104 PFS достоверно коррелирует  
с устойчивостью к карбоплатину

Jung P.S. et al., 
2013, [116]

колоректальный рак 324 чувствительность 72,7%, специфичность 
54,7%

Yoon Y. S. et al., 
2012, [117]

сквамозоклетчная карцинома 
головы и шеи 57 чувствительность 79%, специфичность 

71%
Pathak K.A.. et 
al., 2007, [118]

EVA/PCD немелкоклеточный рак 
легкого 31

показатель эффективности теста 87,8% 
достоверное (в 2раза) пролонгирование 
OS, PFS пациентов

Nagourney R. A. 
et al., 2012, [82]

CTR-Test глиома 11 чувствительность 63,4%, специфичность 
95% 

Linz U. et al., 
2014, [51]

Oнкобиограм различные типы тканей 329 чувствительность 77% Udelnow A. et 
al., 2013, [47]

Oнкограм колоректальный рак 19 чувствительность 84,6%, 
специфичность 33,3%

Bounaix Morand 
du Puch C. et al., 
2016, [119]

Сфероиды рак молочной железы 78 чувствительность 95,5%,
специфичность 80,4%

Halfter K. et al., 
2015, [120]

3D-гистокуль-
туральный рак желудка 100

нет достоверного увеличения выживаемо-
сти в чувствительной против устойчивой 
группах

Kodera Y. et al., 
2006, [121]
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диацетатом после 3-х сут воздействия препаратов 
(5-фторурацил, цисплатин, оксалиплатин, ирино-
текан, митомицин С, доксорубицин, доцетаксел, 
бортезомиб, сорафениб, сунитиниб и рапамицин) 
и регистрируют интенсивность флуоресценции, 
пропорциональную численности жизнеспособных 
клеток с помощью флуоресцентного микроплан-
шетного ридера Fluoroscan 2 [26]. Это позволяет 
ускорить скрининг потенциальных противоопу-
холевых препаратов с помощью прямой оценки 
количественной флуоресценции минуя процедуру 
стинцилляционного подсчета. 

К разряду косвенных индикаторов чувстви-
тельности клеток можно отнести тест с сульфоро-
дамином Б (sulforhodamine B assay — SRB) [27]. 
Он нацелен на верификацию белкового синтеза 
в результате применения флуоресцентного краси-
теля — сульфородамина Б (SRB), который с высо-
ким сродством связывается с остатками основных 
аминокислот белков. Затем проводят фиксацию об-
разовавшихся комплексов трихлоруксусной кисло-
той и колориметрическое определение общего бел-
ка, соответствующее количеству жизнеспособных 
клеток. Кислота способствует связыванию SRB 
в клетках. В щелочных условиях краситель экс-

трагируют и после солюбилизации измеряют спек-
трофотометрически [28]. Метод демонстрирует 
высокую чувствительность, стабильность конеч-
ного результата в монослойных и в суспензионных 
культурах и не требует дорогостоящих реактивов. 
Единственное препятствие состоит в необходи-
мости внесения тетрахлоруксусной кислоты. Эта 
стадия критическая, так как не вполне аккуратное 
добавление кислоты способствует перемещению 
клеток до фиксации, порождая возможные арте-
факты, которые способны отразиться на результа-
тах измерений (табл. 1).

Метод тетразолиевого окрашивания 
(3-(4,5-dimethylthiazol-2yl)-2,5-diphenyltetrazolium 
bromide — МТТ) дает количественное представ-
ление об индексе цитотоксичности (ИЦ). Он ос-
нован на способности митохондриальных лактат- 
и сукцинатдегидрогеназ жизнеспособных клеток 
конвертировать растворимые натриевые соли тет-
разолия [2,3-бис-(2-метокси-4-нитро-5-сульфофе-
нил)-2H-тетразолий]-5-карбоксинилидина (ХТТ) 
или 3-[(4,5-диметил-2-тиазол-2,5-дифенил тетразо-
лий] бромида (MTS) в нерастворимый продукт — 
фармазан в присутствии феназинмоносульфата 
(PMS). С помощью солюбилизаторов его кристал-

Метод Тип опухоли Количество 
пациентов Показатель Источник

3D-гистокультураль-
ный анализ

рак яичников 104

достоверное пролонгирование 
выживаемости пациентов 
в чувствительной против 
устойчивой группах

Jung P.S. et al., 
2013, [122]

колоректальный рак 29

достоверное пролонгирование 
выживаемости пациентов 
в чувствительной против 
устойчивой группах

Furukawa T. et al., 
1995, [123]

Сочетания методов, метаанализ

Различные методы
ретроспективные 
исследования, различная 
этиология

2300 чувствительность 69%,
специфичность 91%

von Hoff D. D. et 
al., 1990, [32]

Различные методы
ретроспективные 
исследования, различная 
этиология

4092 чувствительность 71,7%, 
специфичность 90,3%

Blumenthal R.D. 
et al., 2007, [124]

Различные методы
ретроспективные 
исследования, различная 
этиология

1945 чувствительность 80%, 
специфичность 87,4%

Weisenthal L. M. 
et al., 2002, [125]

Различные методы рак яичников 1101 чувствительность 93%,
специфичность 46,6%

Kubota T. et al., 
2006, [126]

Метаанализ, различные

аденокарцинома, саркома 
S180, меланома FIII, 
множественная меланома,
карцинома рака яичников, 
карцинома легкого

1500 чувствительность 80-100%, 
специфичность 50-80%

Volm M. et al., 
2015, [127]

Примечание: во всех приведенных исследованиях использованы первичные культуры клеток, полученные из опухолей 
пациентов
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лы переводят в растворимую окрашиваемую фор-
му, оптическая плотность которой улавливается 
спектрофотометром при длине волн 540-690 нм. 
Реагируют только жизнеспособные, метаболиче-
ски активные клетки. Превышение химиопрепа-
ратами эффекта 50%-го торможения роста свиде-
тельствует о восприимчивости клеток к данному 
препарату. MTS соль лучше растворима и не ток-
сична, в отличие от ХТТ, поэтому ее применение 
является предпочтительным. Чувствительность 
метода лежит в диапазоне от 1000 до 50 000 кле-
ток/лунку (табл. 1) [16, 29, 30]. Интерес представ-
ляет исследование китайских ученых, которые 
применили МТТ тест и атомную абсорбционную 
спектрофотометрию для оценки чувствительно-
сти к 5-фторурацилу, доксорубицину, цисплатину, 
карбоплатину, митомицину и концентрации меди, 
цинка, селена и марганца в первичных культурах 
гепатоклеточной карциномы пациентов. Учены-
ми установлена отрицательная корреляция между 
уровнями селена, марганца и чувствительностью 
раковых клеток к карбоплатину и доксорубицину 
соответственно [31]. Таким образом, содержание 
микроэлементов селена, меди, марганца и цинка 
в клетках рака печени оказывает влияние на их чув-
ствительность к химиопрепаратам.

Колониеформирующий анализ (colony formation 
assay — CFA) основывается на клоногенных свой-
ствах стволовых клеток, т.е. их способности в те-
чение 7-21 сут образовывать колонии в монослое 
[32]. Поскольку некоторые химиопрепараты про-
должительно влияют на митотическую активность, 
целесообразным представляется дополнительный 
анализ размеров колоний посредством абсорбции 
ими 1%-го раствора красителя кристаллического 
фиолетового. Подсчет проводят с помощью каме-
ры Горяева. Эффективным признается химиопре-
парат, если после его воздействия жизнеспособны-
ми остаются 30% и менее колоний по сравнению 
с необработанными контролями. Клинические 
испытания показывают, что примерно полови-
на пациентов, чьи клетки in vitro демонстрируют 
чувствительность к химиопрепаратам, проявляют 
клинический ответ на те же самые цитостатиче-
ские средства, а лица, у которых клетки устойчивы 
к химиопрепаратам крайне редко отвечают на них 
(табл.1) [33, 34, 35, 36, 37, 38, 39]. Fiebig H. H. et 
al. (2004) показали, что ответы на химиопрепараты 
опухолей человека, развивающихся как ксенограф-
ты у иммунодефицитных мышей, установленные 
как чувствительные и резистентные, дают корреля-
цию равную соответственно 62% и 92% [38]. В 80 
предпринятых сравнениях совпадение прогнозиро-
вания in vitro c клиническим ответом для чувстви-

тельных и нечувствительных опухолей составило 
90% и 97% соответственно. Однако, по другим 
данным, CFA прогнозирует резистентность к хи-
миопрепаратам у 90% пациентов и чувствитель-
ность только у 40-70% пациентов [40]. Таким об-
разом, метод обладает высокой прогностической 
ценностью для оценки химиочувствительности 
стандартных и экспериментальных противоопухо-
левых средств. 

Модификацией CFA является клоногенный 
анализ опухоли человека (human tumour cloning 
assay — HTCA), разработанный Hamburger A. W. 
и Salmon S. E (1977). В основу метода положено 
выращивание на мягком агаре в течение 14-21сут 
колоний опухолевых клеток, которые обрабаты-
вают химиопрепаратами и оценивают их числен-
ность. Поскольку опухолевые клетки человека, 
обработанные хромомицином A3 или абрином, 
не способны расти в культурах, то их используют 
для верификации [34]. 

В капилярном клоногенном анализе опухоли 
человека (capillary human tumour clonogenic cell 
assay — CHTCA), разработанном Maurer H. R. et 
al. (1981), используют выращивание колоний ра-
ковых клеток в капиллярных трубках с двухслой-
ным агаром при добавлении препаратов. Затем 
колонии переносят на предметные стекла, где их 
подсчитывают. Ali-Osman F. et al. оптимизировали 
HTCA, показав, что он будет иметь лучшие показа-
тели успешного образования колоний и эффектив-
ности прикрепления клеток при их выращивании 
в капиллярах, чем в чашках Петри, используемых 
в методе HTCA (77% для СHTCA против 53% для 
HTCA) [41].

Вариантом CFA является метод оценки лекар-
ственной чувствительности стволовых опухоле-
вых клеток человека (human tumor stem cell drug 
sensitivity assay — HTDA или cancer stem cells 
sensitivity assay — STELLA). В данной технологии 
используют 51-суточные колонии раковых стволо-
вых клеток, которые предварительно фенотипи-
руют антителами против CD133, CD166, OCT3/4 
(octamer-binding transcription factor ¾), ALDH-1 
(aldehyde dehydrogenase 1), CD90 и подвергают 96 ч 
экспозиции с химио- или таргетными препаратами 
(адриамицин, афатиниб, винорелбин, гемцитабин, 
доцетаксел, ифосфамид, карбоплатин, кризотиниб, 
нилотиниб, оксалиплатин, паклитаксел, пеметрек-
сед, сорафениб, сунитиниб, темозоломид, топоте-
кан, трастузумаб, 5-фторурацил, цетуксимаб, ци-
клофосфамид, эпирубицин, эрлотиниб, этопозид) 
с целью оценки их эффективности, прогнозирова-
ния влияния на опухоли у пациентов и выбора под-
ходящих терапевтических средств для конкретного 
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пациента. Противоопухолевый эффект препаратов 
определяют по индексу ингибирования форми-
рования колоний или в результате окрашивания 
оранжевым акридиновым и бромистым этидием. 
Количественную оценку проводят с помощью кон-
фокального микроскопа [42].

Дифференцированное окрашивание клеток 
на цитотоксичность (differential staining cytotoxicity 
assay — DiSC) основано на неодинаковом погло-
щении красителей гематоксилина–эозина нормаль-
ными и опухолевыми жизнеспособными клетками, 
а также прочного зеленого (fast green) погибши-
ми, в зависимости от степени проницаемости их 
мембран. Интактная плазмолемма препятствует 
поглощению красителей. Таким образом, удает-
ся идентифицировать процент погибших клеток 
при влиянии химиопрепаратов в диапазоне трех 
10-кратных концентраций. Лекарственную воспри-
имчивость измеряют по соотношению выживших 
клеток в обработанных цитостатическими препа-
ратами посевах к их количеству в необработанных 
контролях, которое должно составлять не менее 
80% жизнеспособных клеток [32, 43, 44]. Эффек-
тивным считается химиопрепарат, который в сред-
ней концентрации подавляет более чем на 50% 
жизнеспособность опухолевых клеток по сравне-
нию с контрольными посевами [45].

В микроядерном тесте культивируют клетки 
первичных опухолей в монослое, обрабатывают их 
химиопрепаратами или облучением и затем прово-
дят иммуногистохимическое окрашивание для об-
наружения микроядер в делящихся клетках. Одна-
ко, не было установлено достоверной корреляции 
между химиочувствительностью раковых клеток 
в тесте и клиническим ответом опухолей пациен-
тов на химиотерапию [46].

Метод оценки in vitro химиочувствительности 
первичных культур неопластических клеток с ис-
пользованием гистоцитологического окрашивания 
по Романовскому-Гимзе применен у 514 пациентов 
с раком молочной железы, желудка, почки, щито-
видной и поджелудочной желез, колоректальным 
раком и злокачественной меланомой. При сравне-
нии химиочувствительности культур раковых кле-
ток с клиническим ответом опухолей пациентов 
на химиотерапию удалость достичь достоверного 
(Р=0,0063) пролонгирования показателей общей 
(OS) выживаемости пациентов в группах «чув-
ствительных in vitro» по отношению к группе «ре-
зистивных in vitro» опухолей [47].

 Оценка выживаемости клеток по уровню аде-
нозинтрифосфорной кислоты — АТФ (adenosine 
triphosphate cell viability assay — ATP assay или 
аdenosine triphosphate-based chemotherapy response 

assay — ATP-CRA) способствует количествен-
ному подсчету выживших клеток при обработке 
химиопрепаратами (табл. 1). Погибшие клетки 
вследствие утраты целостности мембран, демон-
стрируют значительное уменьшение количества 
АТФ. После воздействия химиопрепаратов клетки 
лизируют, а их цитоплазматические компоненты 
солюбилизируют в условиях, не затрагивающих 
ферментативного метаболизма АТФ. В лизат вно-
сят АДФ и фермент — люцеферин/люцеферазу, 
которая катализирует распад АТФ до АДФ или 
АМФ и люцеферина с испусканием света. Интен-
сивность свечения пропорциональна метаболиче-
ской активности субстрата и улавливается люми-
нометром или β-счетчиком. Этот метод позволяет 
преодолеть ограничения других способов, пре-
доставляя возможность тестировать множество 
образцов опухолей. Уменьшение АТФ указывает 
на лекарственную чувствительность, а отсутствие 
снижения — на устойчивость к химиопрепаратам. 
Этот анализ пригоден для измерения выживаемо-
сти культур с низкой плотностью клеток [47, 48, 
49, 50, 51, 52]. Используя данный тест, корейские 
ученые оценили in vitro чувствительность к гем-
цитабину первичных культур клеток рака под-
желудочной железы и обнаружили достоверную 
корреляцию между химиочувствительностью 
и возникновением раннего рецидива у 57 пациен-
тов после хирургической резекции и адъювантной 
химиотерапии. На основе данных ATP-CRA, все 
пациенты были разделены на 2 группы — «чув-
ствительные» (n=24) и «резистентные» (n=33) 
к гемцитабину. Одногодичные и 3-летние показа-
тели PFS в «чувствительной» к препарату группе 
(57,4% и 0,0%) достоверно (P<0,017) отличались 
от значений в группе «устойчивых» пациентов 
(25,3% и 3,6% соответственно) [53].

Ряд иных способов опирается на такие критерии 
как активность ацетилхолинэстеразы, люцефера-
зы, топоизомеразы-II или секрецию лактатдегидро-
геназы, ацетилхолинэстеразы, сукцинатдегидроге-
назы и др. [28, 40]. 

Анализ кинетики, индуцированного хими-
опрепаратами апоптоза в микрокультурах кле-
ток (Microculture kinetic drug induced apoptosis 
assay — MiCK). Метод применяется в США для 
определения наиболее эффективных химиопрепа-
ратов по профилю чувствительности к ним рако-
вых клеток, полученных от пациентов в тканевых, 
костномозговых и жидкостных образцах. Опухо-
левый материал экспонируют in vitro c разовыми 
дозами химиопрепаратов. Результаты помогают 
клиницистам сориентироваться в наиболее пред-
почтительных химиопрепаратах до начала тера-
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пии у конкретного пациента (табл. 1). Данный тест 
не инвазивен, выполняется на малом объёме опухо-
левой ткани, жидкости или образцах костного моз-
га. Метод пока не вошел в рутинную клиническую 
практику. Хотя ряд публикаций констатировали 
определенную корреляцию между результатами, 
полученными in vitro и in vivo в плане повышения 
нормы ответа на продиктованную им схему лече-
ния по сравнению с эмпирической [25, 39, 54]. Ста-
тистически значимого пролонгирования PFS и OS 
у онкологических пациентов пока не получено.

Проточно-цитометрическое определение хими-
очувствительности (flow cytometric chemosensitivity 
assay — FCCA) выполнено на 30 детях с острым 
лимфобластоидным лейкозом. Данный метод по-
зволяет количественно оценить число жизнеспо-
собных клеток в суспензии по результатам их 
флуоресценции при окрашивании флуоресцеин-
диацетатом и пропидий иодидом в изотоническом 
растворе после 1-4 ч экспозиции с химиопрепара-
тами. Эта технология позволяет быстро и точно 
определить концентрацию живых клеток в суспен-
зии, отличать жизнеспособные от мертвых клеток, 
а также бласты при лейкозе от нормальных лейко-
цитов в клинических образцах [16, 55, 56]. 

Проточная цитометрия и оценка пролиферации 
жизнеспособных мононуклеарных клеток пери-
ферической крови по включению в их ДНК флу-
оресцентного аналога тимидина — 5-этил-2′-де-
оксиуридин (EdU), меченного азидом Alexa Fluor 
488, положены в основу СD анализа деления 
клеток (CD cell division assay) с целью определе-
ния их чувствительности к этопозиду, доксору-
бицину, цитарабину, митомицину С, ингибито-
рам ДНК-зависимой протемнкиназы — Nu7441 
и ATM — Ku55933. Продолжительность CD ана-
лиза составляет 3 сут, что позволяет быстро и на-
дежно оценивать цитостатическое воздействие 
химиопрепаратов на лимфоциты человека и иден-
тифицировать группу наиболее чувствительных 
онкогематологических пациентов до назначения 
противоопухолевой терапии [57].

Оценка чувствительности первичных культур 
клеток хронического лимфоцитарного лейкоза 
к комбинациям кладрибин + мафосфамид и флуда-
рабин + мафосфамид выполнена с использовани-
ем сочетания проточной цитометрии (определение 
жизнеспособных и апоптотических клеток), им-
муноблоттинга (оценка экспрессии белка PARP-1 
и скорость апоптоза) и дифференциальной скани-
рующей калориметрии (изменение конформации 
хроматина и скорости апоптоза). Комбинированное 
применение методов позволяет получить достовер-
ную корреляцию между химиочувствительностью 

in vitro клеток лейкоза и клиническим ответом па-
циентов спустя шесть курсов химиотерапии (через 
6 мес) [58].

Тест определения лекарственной чувстви-
тельности культур, инкорпорированных в кол-
лаген-геле (сollagen gel droplet embedded culture 
drug sensitivity test — CD-DST). Он способен ко-
личественно оценивать чувствительность клеток 
из биопсийных образцов к противоопухолевым 
препаратам без контаминации культур фибробла-
стами (табл. 1) [17, 40, 59, 60, 61]. Исследователи 
из университета Сиги (Япония), используя метод 
CD-DST, определили скорость ответа на терапию 
(RR), PFS и OS у 38 пациентов с колоректальным 
раком (grade IV). Были сформированы 2 группы 
пациентов, в первой больные получали терапию 
химиопрепаратами, подобранную с использовани-
ем CD-DST, во второй — лечение проводилось без 
предварительного применения CD-DST. Медианы 
PFS и OS в первой группе составили соответствен-
но 696,5 и 1023,4 сут против 297,5 и 518,5 сут во 
второй (P=0,0326, P=0,0061) [60].

Полуавтоматическая система обработки флу-
оресцентных микроскопических цифровых изо-
бражений (semiautomatic fluorescence-based digital 
image microscopy system — DIMSCAN) основана 
на регистрации флуоресценции флуоресцеинди-
ацетата (FDA), избирательно накапливающихся 
в живых клетках и химического тушения свечения 
эозина Y погибшими клетками [62]. Метод вклю-
чает в себя ряд преимуществ. Во-первых, он позво-
ляет сканировать 96-луночный планшет в течение 
6 мин даже с единичными флуоресцирующими 
клетками в каждой лунке. Во-вторых, чувствитель-
ность метода лежит в диапазоне 4-5 порядков (от 
единичных до миллиона клеток), что дает возмож-
ность корректно тестировать комбинации лекар-
ственных средств и оценивать их синергические, 
аддитивные и антагонистические эффекты. Таким 
образом, эту систему целесообразно использовать 
для выявления противоопухолевой активности 
комбинаций химиопрепаратов в предклинических 
испытаниях [62].

Шведские ученые из Каролинского универси-
тета-клиники разработали тест для оценки чув-
ствительности клеток первичных образцов хро-
нического лимфоцитарного лейкоза к 31 малым 
молекулам и 29 химиопрепаратам на основе флу-
оресцентной цифровой сканирующей системы. 
Клетки культивируют в 384-луночных планшетах 
и подвергают 3 сут воздействию препаратами. По-
сле чего оценивают численность жизнеспособных 
и погибших клеток по окрашиванию их флуорес-
центным красителем VitaDye и анализу цифровых 
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изображений, полученных на флуоресцентном ска-
нере. Наибольшим цитотоксическим воздействием 
на клетки хронического лимфоцитарного лейкоза 
обладали ингибиторы белков survivin (YM-155), 
bcl-2 (ABT-199, ABT-737) и CDK (dinaciclib). Далее 
проводят цитогенетический анализ клеток хрони-
ческого лимфоцитарного лейкоза, чтобы выявить 
хромосомные аберрации (делеция 17p и мутация 
TP53), в наибольшей степени коррелирующие 
с химиочувствительностью клеток [63].

В тесте ChemoFx оценку индивидуальной чув-
ствительности к препаратам опухолевых жизне-
способных клеток проводят при их окрашивании 
красителем DAPI (4’,6-diamidino-2-phenylindole) 
и автоматическом подсчете на счетчиках клеток 
(табл. 1). С использованием этого метода изучена 
восприимчивость к сунитинибу клеток рака молоч-
ной железы, полученных от 39 пациенток. Данный 
тест позволил соотнести образцы опухолей с отве-
том на терапию 7,6% — ответившие, 20,5% — име-
ли промежуточную реакцию и 71,7% — не отвечали 
на лечение [64]. В другом исследовании ChemoFx 
был применен для оценки чувствительности пер-
вичных культур клеток рака желудка, кишечника, 
яичников, саркомы, мезотелиомы, аденокарцино-
мы, полученных от 27 пациентов, к митомицину 
C, цисплатину и доксорубицину. Однако, не было 
установлено достоверных отличий по показате-
лям OS (Р=0,101) и PFS (Р=0,403) между группами 
пациентов, получавших химиотерапию согласно 
результатам in vitro и без предварительной оцен-
ки химиочувствительности на культуре клеток. 
Химиочувствительность in vitro не коррелировала 
с типом опухоли или применением предопераци-
онной системной химиотерапии, но коррелировала 
(Р=0,003) с проведением гипертермической интра-
перитониальной химиотерапии [65].

Технология сканирования клеток (CellScan 
technology) c использованием лазерного сканиру-
ющего цитометра позволяет выявлять антипроли-
феративные и противоопухолевые свойства новых 
химических соединений по спектроскопическому 
и флуоресцентному измерению выживаемости 
и апоптоза опухолевых клеток [66]. 

Анализ эксклюзии красителя (dye exclusion 
assay) [67]. Этот метод основан на принципе не-
проницаемости цитоплазматической мембраны 
нетрансформированных клеток для витальных 
красителей и утрате этой способности погибши-
ми клетками в результате дезинтеграции плазма-
леммы. Поэтому жизнеспособные клетки после 
воздействия химиопрепаратов остаются не окра-
шенными, а погибшие — захватывают краситель 
и окрашиваются в соответствующий цвет. Таким 

образом, удается подсчитать численность жизне-
способных и погибших клеток, и по их соотно-
шению судить о степени цитотоксичности испы-
туемых химиопрепаратов [28, 45, 56, 67, 68]. При 
данном способе тестирования применяются раз-
личные красители: прочный зеленый, кристалли-
ческий фиолетовый, нейтральный красный, эозин, 
нигрозин Б, акридиновый оранжевый, трипановый 
синий [56]. Метод эксклюзии красителя относи-
тельно скор, прост, малозатратен, обходится не-
большим количеством клеток и гарантирует до-
статочную результативность при соблюдении ряда 
условий [45, 56, 69]. 

Метод ChemoID, разработанный американски-
ми учеными из медицинского центра при универ-
ситете Миссиссипи, позволяет провести опреде-
ление химиочувствительности раковых стволовых 
клеток и клеток глиобластомы для индивидуализа-
ции выбора химиотерапии у пациентов [70]. Тест 
ChemoID включает комбинирование методов оцен-
ки химиочувствительности опухолевых клеток 
по их жизнеспособности при окрашивании три-
пановым синим, флуоресцентно-меченными анти-
телами к маркерам CD133, CXCR4, CD44, Oct3/4, 
Nanog и WST8 анализа (Water-soluble tetrazolium 
salts analysis). Флуоресценцию регистрируют 
на проточном цитометре. К 7 сут культурам клеток 
добавляют на 2 сут химиопрепараты в 3 концен-
трациях или их комбинации, а восприимчивость 
оценивают с помощью WST8 анализа. Чувстви-
тельность ChemoID составила 100% для раковых 
стволовых и опухолевых клеток, а специфичность 
97% и 89% соответственно. Данный тест дает воз-
можность по определению времени возникновения 
рецидива, PFS и OS изучить ответ глиобластомы 
пациентов на химиотерапию. Оценка in vitro чув-
ствительности раковых стволовых клеток к темозо-
ломиду с применением ChemoID позволяет в 2 раза 
увеличить 12-мес выживаемость пациентов. Меди-
ана возникновения рецидива составила 20 мес для 
пациентов, у которых в ChemoID тесте погибало 
более 40% раковых стволовых клеток по сравне-
нию с 3 мес для больных, имеющих меньший про-
цент погибших клеток. Таким образом, ChemoID 
дает возможность 2,2 раза повысить ответ опухо-
ли у пациентов на химиотерапию по сравнению 
с группой больных, терапию которым назначают 
без применения данного метода [70].

Система xCELLigence позволяет определить 
цитостатическое, цитотоксическое и митогенное 
воздействие таргетных препаратов (эрлотиниба) 
и химиопрепаратов (цисплатина), в режиме ре-
ального времени с 15 мин интервалом в течение 
90 ч. Препараты добавляют через 1 сут к клеткам 
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аденокарциномы легкого человека, выделенных 
из злокачественной легочной эффузии. Это дает 
возможность построить динамические кривые 
и определить латентный период действия препара-
та на рост клеток [71].

Воздействие химиопрепаратов повреждает 
ДНК, активирует ее репарацию и обмен сестрин-
скими хроматидами (sister chromatid exchange — 
SCE) с помощью гомологичной рекомбинации. Ре-
парационная способность ДНК и генотоксическое 
воздействие препаратов у каждого пациента ин-
дивидуальны, в силу чего может наблюдаться кор-
реляция между частотами SCE и индивидуальной 
репарационной способностью. Метод SCE осно-
ван на дифференциальном окрашивании сестрин-
ских хроматид, преимущественно лимфоцитов, 
которые культивируют с 5-бромдезоксиуридином  
(5-BrdU). При этом во 2-м делении хромосомы 
имеют одно плечо с исходной цепью ДНК и другое 
плечо с включенным 5-BrdU. В результате репли-
кации ДНК, цепи, содержащие 5-BrdU, имеют раз-
рывы и окрашиваются, что позволяет определять 
кариотипы в 1-м, 2-м и последующих делениях 
клеток после культивирования [72]. 

Метод управления системой обратной связи 
(streamlined feedback system control — s-FSC) при-
меняют для выбора in vitro оптимальных комбина-
ций лекарственных препаратов при их воздействии 
на жизнеспособность клеточной линии аденокар-
циномы почки 786-O. Метод основан на использо-
вании линейного регрессионного анализа второго 
порядка и состоит из трех последовательных эта-
пов. На первой стадии оценивают ингибирование 
жизнеспособности клеток при воздействии лекар-
ственных препаратов в 91 комбинации. На втором 
этапе анализируют комбинации четырех химиопре-
паратов, проявивших наибольшую эффективность 
на первом этапе поиска. На последней стадии осу-
ществляют проверку взаимодействия выбранных 
комбинаций соединений (акситиниб, эрлотиниб, 
дазатиниб и AZD4547). Эти сочетания препаратов 
ингибируют жизнеспособность 90% клеток 786-O 
аденокарциномы почки [73].

В основе метода оценки индивидуального ответа 
на химиотерапию 5-фторурацилом, доксорубицином 
и циклофосфамидом 7-ми сут первичной культуры 
клеток рака молочной железы положена оптимиза-
ция получения срезов опухоли, состава и циркуля-
ции культуральной среды. Данный тест включает 
избыточное удаление жировой ткани, получение 2 
мм срезов опухоли и 6-часовое их культивирование 
с вращением на шейкере в условиях СО2-инкуба-
тора в среде, содержащей химиопрепараты. Затем 
срезы фиксируют в формалине, заливают в парафи-

новые блоки и окрашивают гематоксилином-эози-
ном и антителами к цитокератину (PanCytokeratin), 
а также проводят оценку гибели и пролиферации 
клеток соответственно с помощью TUNEL анализа 
и по включению EdU. Определяют количество EdU- 
и цитокератин-положительных клеток и абберан-
тую морфологию их ядер с целью выявления гибели 
клеток (кариолизис, пикноз, кариоррексис и апоп-
тоз) как маркера чувствительности опухолевых об-
разцов на химиотерапию. Применяют 7 разведений 
окрасок для гистоцитохимии, анализа гибели и про-
лиферации клеток, чтобы разделить чувствительные 
и резистивные образцы опухоли [74].

Исследователи из Калифорнийского универси-
тета разработали на основе сочетания технологий 
микролуночного чипа и молекулярной визуализа-
ции быстрый (в течение 4 ч) и высокопроизводи-
тельный тест для оценки in vitro чувствительности 
клеток рака шейки матки (HeLa) и мочевого пузы-
ря (5637) к химиопрепаратам (цисплатин и пакли-
таксел). Химиочувствительность раковых клеток 
определяют при снижении ими внутриклеточного 
поглощения (2-[N-(7-нитробенз-2-окса-1,3-диа-
зол-4-ил) амино]-2-дезокси-D-глюкозы, 2-NBDG) 
по регистрации интенсивности флуоресценции 
с помощью программы CellProfiler 2.0 на флуо-
ресцентном микроскопе. Преимуществами дан-
ного теста являются не продолжительный период 
культивирования и быстрота оценки химиочув-
ствительности раковых клеток, которая была сопо-
ставима с МТТ, проточной цитометрией и окраши-
ванием ядер йодидом пропидия [75].

Комбинирование методов оценки химиочув-
ствительности по EC50 (концентрация агента, вы-
зывающего ингибирование на 50% роста клеток) 
первичных культур клеток аденокарциномы из 
злокачественной плевральной эффузии немелко-
клеточного рака легкого при помощи колориметри-
ческого WST-1 теста и генотипирования с исполь-
зованием секвенирования следующего поколения 
позволяет целенаправленно и индивидуально по-
добрать химиопрепараты и провести стратифика-
цию пациентов на подгруппы [76].

Технология Chemocellomics представляет собой 
высокопроизводительную матрицу для суспен-
зионных микрочастиц и включает химический 
синтез, иммобилизацию химиопрепарата, при-
крепление и рост клеток на микрочипе. Этот тест 
позволяет оценивать воздействие лекарственных 
препаратов на первичных культурах опухолевых 
клеток пациентов в микроколичествах [9].

Сочетание методов определения индекса проли-
ферации и геномного секвенирования мутаций ис-
пользовано американскими учеными из Гарвардской 
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медицинской школы для оценки индивидуального 
ответа на противоопухолевые препараты культур 
циркулирующих ex vivo клеток метастатического 
рака молочной железы пациентов и клеточных ли-
ний (BRx-07, BRx-33, BRx- BRx-42, BRx-50, BRx-61, 
BRX-68). Индекс пролиферации и дифференциров-
ку раковых клеток изучают соответственно по окра-
шиванию на Ki-67 и эпителиальный цитокератин, 
CD45 маркер. Чувствительность и устойчивость 
к химиопрепаратам (паклитаксел, капецитабин, 
доксорубицин), биопрепаратам (фулвестрант, ола-
париб) и их комбинациям изучают по оценке IC50. 
Выполняют геномное секвенирование циркулирую-
щих клеток линий рака молочной железы, что по-
зволяет выявить мутации в генах PIK3CA (catalytic 
subunit alpha phosphatidylinositol-3-kinase, H1047R, 
G1049R), эстрогенового рецептора (ESR1, estrogen 
Receptor 1, Y537S), рецептора 2 фактора роста фи-
бробластов (FGFR2, fibroblast growth factor receptor 
2), белка р53 (TP53), KRAS, E-кадгенина (СDH1.) 
Сопоставление профилей генетических мутаций 
и химиочувствительности дает возможность прове-
сти персонифицированный подбор препаратов у па-
циентов [77].

Методы оценки химиочувствительности 
опухолевых клеток с использованием 3D 
моделей

Кроме методов, разработанных на основе 2D 
технологии культивирования, в последнее время 
создаются методы оценки индивидуальной химио-
чувствительности раковых клеток пациентов с при-
менением 3D моделей. В качестве таких модельных 
систем используются экспланты опухолевой ткани 
[78], сфероиды, сокультивирование неопластиче-
ских клеток со стромальными фибробластами и мо-
ноцитами [79], органоиды [80] для имитирования 
микроокружения опухоли in vivo [81]. 

Внеорганизменный анализ программированной 
клеточной гибели (ex vivo analysis of programmed 
cell death — EVA/PCD) выявляет маркеры апопто-
тической и неапоптотической гибели клеток (табл. 
1). Операционный опухолевый материал дезагре-
гируют с помощью ДНКазы или коллагеназы IV 
типа до кластеров (50-100 клеток), которые обра-
зуют сфероид. Поскольку клетки в них не проли-
ферируют, сфероиды создают условия, наиболее 
приближенные к существующим для опухолей 
в организме человека. После суточной экспозиции 
опухолевых сфероидов с испытуемыми химиопре-
паратами к ним добавляют смесь красителей, состо-
ящую из нигрозина Б, прочного зеленого и, фикси-
рованных глутаральдегидом, эритроцитов. Образцы 
окрашивают гематоксилином и эозином. Гибель 

оценивают при подсчете клеток, дифференциально 
окрашиваемых сообразно целостности их мембран 
[28, 82, 83]. Поскольку образование сфероидов клас-
сическим путем достаточно сложная и трудоемкая 
процедура, а некоторые опухоли вообще их не об-
разуют, предлагается выращивание культур клеток 
в полупроницаемых полимерных микрокапсулах 
на основе альгинаната и L-полилизина [84]. 

Метод определения лекарственного ответа 
гистокультур клеток (histoculture drug response 
assay — HDRA) основан на степени ингибирова-
ния митоза. Для этого метода применяют фрагмен-
ты опухолевой ткани размером 1-2 мм (экспланты), 
которые культивируют на коллагеновой подложке, 
что позволяет сохранять межклеточные контакты 
и поддерживать трехмерную архитектуру опухоли. 
Спустя 24 ч после посева, экспланты инкубируют 
3-7 сут с химиопрепаратами и заливают парафином. 
Критерием оценки цитотоксичности химиопрепа-
ратов служит степень подавления митотической 
активности клеток, которая оценивается по сни-
жению радиоактивности метки или уменьшению 
поглощения 3-(4,5-диметилтиазол-2-ил)-2,5-дифе-
нилтетразолиум бромида (MTT тест, табл. 1) [20, 
21, 47, 85, 86, 87, 88]. 

Шведская биотехнологическая компания 
OncoTheis разработала 3D тестовую модель 
OncoCilAir™ с целью оценки химиочувствительно-
сти клеток рака легкого. В этой модели совместно 
культивируют клетки бронхов и опухолевые клетки 
из хирургических образцов пациентов, чтобы воссо-
здать модель легкого человека. После дифференци-
ровки культуры сокультивируют с кусочками ткани 
респираторного эпителия, чтобы воссоздать струк-
туру функциональных легочных узелков. То есть 
в этой модели учитываются взаимоотношения опу-
холь-строма. Тест OncoCilAir позволяет оценивать 
хроническую (3 мес) цитотоксичность, устойчи-
вость, побочные эффекты химиопрепаратов, а так-
же реконструировать различные молекулярные 
субтипы аденокарциномы легкого в результате при-
сутствия мутаций EGFRdel19, KRAS и эффектив-
но проводить стратификацию пациентов. Наличие 
мутаций позволяет определять чувствительность 
раковых клеток к эрлотинибу (тaрцевa), гефитини-
бу (иресса) и использовать данный тест в качестве 
платформы для разработки препаратов [89].

Исследователи из Германии создали на основе 
одиночных сфероидов 3D модель для оценки ин-
дивидуальной реакции на химиотерапию у паци-
ентов со сквамозоклеточной карциномой головы 
и шеи [90]. Сфероиды получали из FaDu, Cal27, 
UPCI-SCC-154, PiCa клеточных линий и первич-
ной культуры клеток образцов опухолей пациен-
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тов, и затем выращивали в «висячих капелях» или 
прикрепленными к ультратонкому культуральному 
планшету. Для получения сфероидов из клеточных 
линий авторы использовали суспензию одиночных 
(в количестве 1000-5000) клеток и 3D культураль-
ную платформу. К сфероидам добавляют на 1 сут 
цисплатин или 5-фторурацил и затем культивируют 
в их течение 15 сут. Колориметрически определяют 
пролиферацию и жизнеспособность с применени-
ем WST-8 теста, маркера Ki-67 и иммунофермент-
ного анализа (табл. 1). Инкубация сфероидов с хи-
миопрепаратами достоверно уменьшает их размер 
на всем протяжении эксперимента [90]. Pozzi V. et 
al. (2015) при 14-28 сут культивировании клеточных 
линий и первичных культур клеток сквамозоклеточ-
ной карциномы головы и шеи получили сквамосфе-
ры (squamospheres), т.е. сфероиды, которые могут 
быть применены для изучения химиочувствитель-
ности раковых и стволовых клеток [91].

Метод культивирования опухолевых сфероидов 
(2treat test) основан на измерении их объёма после 
воздействия химиопрепаратов или комбинаций 
с помощью стандартного ДНК микрочипового ска-
нера. Этот тест используют для индивидуального 
подбора наиболее эффективных схем химиотера-
пии у пациентов с колоректальным раком [92].

В 3D модели опухолевого роста (three dimensional 
tumour growth assay — 3D-TGA), в которой эпите-
лиальные клетки рака пищевода совместно культи-
вируют до 3 нед с мезенхимальными стволовыми 
клетками на экстракте Cultrex® модифицирован-
ной базальной мембраны с добавлением глюкозы 
и поддержанием pH, но без сыворотки (табл. 1). 
На данной модели Saunders J. H. et al. (2017) оце-
нили воздействие химиопрепаратов и ингибитора 
деацетилазы гистонов — панобиностата на жиз-
неспособность раковых клеток по окрашиванию 
трипановым синем и в результате анализа экс-
прессии эпителиального маркера EpCam на про-
точном цитометре. Стволовые клетки конститу-
тивно экспрессируют красный флуоресцентный 
белок — mCherry в 3D-TGA модели, флуоресцен-
цию которого оценивают с помощью ридера на 3-и 
и 7-е сут. На 7-е сут кластеры клеток экстаргируют 
и окрашивают антителами с помощью красителей 
к Trefoil factor 3, AlexFluor 488 и Prolog Gold Anti-
fade DAPI (4’,6-diamidino-2-phenylindole) [93].

Для оценки различий между пациентами в чув-
ствительности к 83 противоопухолевым препаратам 
неопластических клеток рака ободочной и прямой 
кишки разработана модель органоидов. Она об-
наружила полное совпадение мутаций в органои-
дах с мутациями в опухоли пациентов в результате 
секвенирования геномной ДНК. Применение ука-

занной модели позволет выявить новую подгруппу 
пациентов, содержащих мутации гена RNF43 (ring 
finger protein 43), кодирующего белок поркупин. 
Использование препаратов, ингибирующих данный 
протеин, дает возможность проводить терапию дан-
ной группы онкологических пациентов [80]. 

CANScript технология прогнозирования пер-
сонифицированного клинического ответа на ком-
бинации противоопухолевых препаратов (доце-
таксел, цисплатин и 5-фторурацил, цетуксимаб 
и þFOLFIRI) испытана на культурах клеток рака 
кишечника и сквамозоклеточной карциномой го-
ловы и шеи, полученных от 109 пациентов. В ос-
нове CANScript положено использование эксплан-
татов опухолей, культивируемых в окружающем 
стромальном матриксе с аутологичной сывороткой 
пациентов. Затем проводят патологический и мор-
фологический анализы, оценку пролиферации и ги-
бели клеток. Полученные данные обрабатывают 
с помощью компьютерного алгоритма CANScript 
для прогнозирования ответа опухолей пациентов 
на химиотерапию с 100%-ной чувствительностью 
и 75–91,67% специфичностью [94].

Стеклянный микрожидкостный чип, в котором 
поддерживается непрерывная смена среды, моде-
лируя циркуляцию кровотока и диффузию пита-
тельных веществ in vivo, использован для оценки 
чувствительности фрагментов сквамозоклеточной 
карциномы головы и шеи или метастатических 
лимфатических узлов к 5-фторурацилу, цисплати-
ну или их комбинации. Пролиферацию и апоптоти-
ческую гибель клеток оценивают спустя 7 сут вне 
чипа-матрицы по изменению концентрации лак-
татдегидрогеназы, WST-1 и цитохрома c. Окраску 
образцов гематоксилин-эозином проводят, чтобы 
документировать сходство архитектуры опухоли in 
vitro с неоплазией, растущей в организме. Указан-
ный метод может быть применен для разработки 
персонализированных схем химиотерапии у паци-
ентов [95]. Основные показатели эффективности 
представленных методов и их корреляция с клини-
ческим ответом представлены в таблице 1.

Ограничения методов оценки in vitro 
химиочувствительности на культурах клеток 
опухолей

Кроме достоинств, рассмотренные методы не ли-
шены технических и теоретических проблем. Точ-
ность МТТ подвержена существенному влиянию 
лабораторных условий и, прежде всего, pH экстраги-
рующего буфера, так как его смещение на 5 единиц 
в сторону увеличения порождает ложные сигналы, 
а модификация состава ведет полному растворе-
нию визуализируемых зёрен фармазана [37]. MTT 
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обычно выполняют в темноте, так как его реагенты 
чувствительны к свету, что предвносит некоторое 
неудобство в проведение эксперимента. Более того, 
МТТ дает сопоставляемые показатели при наличии 
в образцах не менее 80% бластных клеток. Если их 
оказывается меньше, данные сильно искажаются 
из-за присутствия неопухолевых клеток, способных 
поглощать тетразолий. Результат признается надеж-
ным, когда в контроле сохраняется 70% жизнеспо-
собных клеток на 4 сут культивирования [45]. Боль-
шее их количество искажает результаты наблюдений 
[43]. Диапазон чувствительности МТТ составляет 2 
порядка, что ограничивает его использование для 
оценки синергических эффектов комбинаций хими-
опрепаратов. Наконец, для МТТ пригодны только 
адгезионные культуры, причем определенные усло-
вия культивирования подбираются для каждой кле-
точной линии индивидуально. Также МТТ не может 
применяться для клеток с низким уровнем метабо-
лизма, как, например, тимоцитов или селезёночных 
макрофагов, которые очень слабо восстанавливают 
MTT. Серьезную опасность предвносит ориентация 
данного метода на сукцинатдегидрогеназу, которая 
подвергается конкурентному типу торможения. 
Известно множество соединений, способных кон-
курировать с этим ферментом за активные центры. 
Показано, что клетки в состоянии метаболизиро-
вать тетразолий до фармазана в безклеточном окру-
жении, что влияет на интерпретацию результатов 
[128]. Способствует распространению метода его 
автоматизация [45]. 

 Хотя DiSC анализ (в отличие от МТТ) позво-
ляет использовать материал со значительной при-
месью нормальных клеток (однако не более 30%) 
и оценивать эффекты химиопрепаратов в популя-
циях смешанных клеток, он остается трудоёмким, 
относительно субъективным и требовательным 
к уровню квалификации персонала [45, 88].

Проблемность колониеформирующего анализа 
(CFA) сводится к следующим моментам. При нем, 
как и в других методах, нарушаются межклеточные 
взаимоотношения. Имеется вероятность того, что 
опухолевые клетки в большинстве не пролифери-
руют (G0), тогда как делятся колониеобразующие 
клетки. Не исключено, что колониеобразующие 
клетки могут оказаться не подлинно стволовыми. 
CFA в состоянии оценивать численность погиб-
ших клеток в узком диапазоне (2 порядка), тогда 
как клинические ответы требуют, чтобы гибель 
клеток находилась в широком диапазоне. Это об-
стоятельство способствует испытанию нереально 
низких концентраций химиопрепаратов, чтобы из-
бежать ложноположительного результата. Кроме 
того, выполнение CFA продолжительно по време-

ни (2-4 недели), которое требуется для формирова-
ния максимального количества колоний [40]. Рост 
колоний клеток вносит значительные вариации 
в результаты их подсчета от одного исследователя 
к другому отчасти из-за неоднозначности критери-
ев, какие и сколько из них являются оправданными 
[45]. По выращиванию колоний нельзя оценить из-
менчивость химиочувствительности субпопуляций 
опухолевых клеток [40]. Только от 246 пациентов 
со злокачественными опухолями из 470 (41%) уда-
лось получить клоногенные культуры, пригодные 
для оценки множественной лекарственной чувстви-
тельности к 604 препаратам по причине не одина-
кового опухолевого роста и других проблем [35]. 
В целом, метод трудоемкий по подсчетам и неспо-
собен варьировать условия культуральной среды, 
что удорожает его стоимость. Использование CFA 
ограничивается плохой клоногенной способно-
стью многих клеточных линий, например, бласт-
ных клеток крови [36]. 

В АТФ анализе нельзя в культуре отличить нор-
мальные от опухолевых клеток. Причем популяция 
в них должна содержать не менее 70% неопластиче-
ских клеток для валидации сигнала при отсутствии 
нормальных клеток, содержащих АТФ [28]. Коли-
чество АТФ быстро уменьшается АТФазой в по-
гибших клетках. Однако, АТФ анализ может быть 
выполнен на опухолевых клетках, полученных из 
биопсии, плевральной и асцитной жидкости [129].

Красители йодид пропидия и флуоресцеиндиа-
цетат для FCCA являются поздними индикаторами 
гибели клеток, а феномен наложения флуоресцент-
ных сигналов при тестировании комбинаций пре-
паратов не позволяет изучать явления синергизма 
и антагонизма [16]. 

Создание сфероидов при проведении внеорга-
низменного анализа программированной клеточ-
ной гибели (EVA/PCD) является достаточно слож-
ной и трудоемкой задачей, а некоторые клеточные 
линии вообще не образуют их в суспензии [84]. 

Метод висячей капли обладает высокой произво-
дительностью, автоматизацией, позволяет получить 
сфероиды одинаковой морфологии и размера, при-
чем каждый сфероид содержится в одной капле, од-
нако, он сопряжен с риском растворения сфероидов 
[90]. Культивирование клеток на чашках с очень сла-
бой адгезивностью (ULA, ultra-low attachment culture 
plates) обеспечивает высокую производительность 
получения сфероидов, автоматизацию (роботы или 
планшетные ридеры), легкость взятия образцов, од-
нако, оно сочетается с большим, неопределенным 
количеством образовавшихся сфероидов в каждой 
лунке, причем их морфология и размеры различа-
ются в широком диапазоне [90]. 
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Метод оценки лекарственной чувствительности 
стволовых опухолевых клеток человека (HTDA или 
STELLA) требует длительного времени (51 сут, ди-
апазон 37–95 сут) выполнения и на сегодняшний 
день существуют очень мало исследований, в кото-
рых грамотно проведена вся процедура [42].

Многие методы требуют стадии отмывания 
от избытка добавляемых веществ. Эти этапы могут 
быть трудновыполнимыми для суспензионных или 
плохо адгезионных клеточных культур. 

Применение методов в клинической 
практике

Некоторые методы уже применяются на ком-
мерческой основе. Дифференцированное окраши-
вание клеток на цитотоксичность (DiSC) приме-
няют в Weisenthal Cancer Group, Huntington Beach, 
CA, США. Внеорганизменный анализ програм-
мированной клеточной гибели (EVA/PCD™) ис-
пользуется в Rational Therapeutics, Long Beach CA, 
США. С помощью флуоресцентного микроанализа 
культур на цитотоксичность (FMCA), тимидиново-
го теста (пролиферативный тест, PT), определения 
лекарственного ответа гистокультур (HDRA) назна-
чают химиотерапию у пациентов в AntiCancer Inc., 
San Diego, CA, США и SRL Inc., Tokyo, Япония. 
ChemoFX® тест применяется в Helomics Corp., 
Pittsburgh, PA, США, а CorrectChemo® — в Diatech 
Oncology, Franklin, TN, США. Оценку чрезмер-
ной лекарственной устойчивости (EDRА) исполь-
зуют для назначения пациентам химиотерапии 
в EDRА®, Exiqon Diagnostics, Tustin, CA, США 
и TherapySelect, Heidelberg, Германия. Сферотест 
(SpheroTest®) применяют для подбора препаратов 
у пациентов в SpheroTec, Martinsried, Германия, 
а онкограм — в Oncomedics, Limoges, Франция.

Заключение
Методы индивидуальной оценки лекарственной 

чувствительности и устойчивости пока не использу-
ются широко в повседневной медицинской практике. 
Их преимущества в прогнозировании ответа опухо-
лей на терапию, как и предпочтительность продик-
тованных in vitro персонифицированных режимов 
перед конвентиальными активно обсуждаются. 
Одни авторы показали преимущества методов ин-
дивидуального определения химиочувствительно-
сти перед стандартной химиотерапией, и, опираясь 
на высокую корреляцию ответов на культурах кле-
ток с клиническими (реакция опухолей, состояние 
пациентов, протяженность периодов безрецидивной 
и общей выживаемости), высказались в поддержку 
развития методов [16, 25, 47, 50]. Другие исследова-
тели не смогли выявить преимуществ методов инди-

видуальной оценки химиочувствительности перед 
протокольными, и заняли отрицательную позицию 
[19, 49, 51, 82, 130]. Третьи ученые выявили лишь 
частичные преимущества в персонифицированном 
тестировании восприимчивости неопластических 
клеток к химиопрепаратам и заняли промежуточ-
ную позицию [25, 49]. Многие работы из выше ци-
тированных выполнены безупречно. 

Однако, нередко наблюдения по сопоставлению 
результатов in vitro и ex vivo были малочисленны, 
а если и имели представительную выборку, то не 
были грамотно спланированы. Порой в них отсут-
ствуют сведения о длительности безрецидивного 
и общего выживания пациентов, его качестве, небла-
гоприятных побочных реакциях, а также не фигу-
рируют рамбомизированные сравниваемые группы 
[131]. Отсюда проистекает известная сдержанность 
в общей оценке проблемы. В 2012 г. появился об-
ширный системный обзор [131] членов рабочей 
группы Американской ассоциации по клинической 
онкологии (American Society of Clinical Oncology — 
ASCO), который посвящен критическому анализу 
преимуществ методов определения in vitro хими-
отерапии перед групповой. Резюмирующая часть 
содержит формулировку: «the use chemotherapeutic 
agents for individual patients is not recommended 
outside» — «использование химиотерапевтических 
препаратов для индивидуализации терапии пациен-
тов не рекомендуется объективной реальностью» 
пока не будет проверено медицинской практикой. 
В том же осторожном ракурсе позиционируется На-
циональная всеобщая раковая сеть США (National 
Comprehensive Cancer Network — NCCN) — кли-
нико-практическая руководящая и направляющая 
организация. Она признает, что в ряде учреждений 
научно-лабораторного профиля идентификация ле-
карственной устойчивости проводится в порядке 
дополнения к отбору среди находящихся в обраще-
нии химиопрепаратов для оптимизации лечения. 

Однако следует отметить, что химиочувстви-
тельность опухолевых клеток, которая зависит 
от многих генетических и эпигенетических факто-
ров на уровнях клетки и организма, может высту-
пать в качестве интегративного прогностического 
показателя ответа опухоли конкретного пациента 
на проводимую химиотерапию. Данный показа-
тель следует иметь в виду при планировании, про-
ведении и интерпретации результатов комбиниро-
ванной и комплексной терапии.
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Резюме
Рецидив фето-фетального трансфузионного синдрома (ФФТС) после проведения фетоскопической ла-

зерной коагуляции (ФЛК) анастомозов плаценты является неблагоприятным осложнением. Повторноро-
дящей 34 лет в связи с ФФТС II стадии при сроке 22 2/7 недели в клинике СПбГБУЗ “Родильный дом 17” 
была выполнена ФЛК 8 артерио-венозных анастомозов плаценты с последующей амниоредукцией 1000 мл. 
При сроке 24 6/7 недели был выявлен рецидив ФФТС, с формированием выраженного многоводия у пло-
да-реципиента и ангидрамниона у донора, в связи с чем при сроке 25 1/7 недель выполнена повторная ФЛК 
с коагуляцией 5 резидуальных анастомозов и амниоредукцией в объеме 2000 мл. На 5 сутки была отмечена 
нормализация количества околоплодных вод обоих плодов. При сроке 32 0/7 недели самостоятельно всту-
пила в роды и была родоразрешена через естественные родовые пути, вес плодов составил 1560 и 1600 г, 
оценка по шкале Апгар 8/9 баллов у обоих новорожденных. Респираторная терапия после перевода детей 
в ОРИТН продолжалась в течение 7 часов у второй новорожденной, и в течение 13 часов у первой новоро-
жденной девочки. В динамике признаков дыхательной недостаточности не отмечалось. Разницы в показа-
телях красной крови не отмечалось. Данный клинический случай подтверждает возможность эффективной 
коррекции рецидива ФФТС с помощью повторной ФЛК. Расширение показаний к повторной ФЛК пред-
ставляет собой резерв для улучшения показателей выживаемости плодов при ФФТС.

Ключевые слова: Фето-фетальный трансфузионный синдром, фетоскопическая лазерная коагуляция 
анастомозов плаценты, рецидив фето-фетального трансфузионного синдрома, резидуальные анастомозы.
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трансфузионного синдрома. Трансляционная медицина. 2018; 5 (3): 66–69.
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Фетоскопическая лазерная коагуляция анасто-
мозов плаценты по мнению большинства иссле-
дователей является оптимальным методом лече-
ния фето-фетального трансфузионного синдрома 
(ФФТС) при сроке 18-26 недель беременности. Не-
смотря на впечатляющие успехи в лечении ФФТС, 
достигнутые в последние 20 лет, фетоскопическая 
лазерная коагуляция по-прежнему считается слож-

ным фетоскопическим вмешательством с высоким 
риском развития послеоперационных осложнений, 
таких как преждевременное излитие околоплод-
ных вод, ятрогенная септостомия (разрыв межам-
ниотической мембраны), рецидив ФФТС, ятроген-
ный синдром анемии-полицитемии, гибель одного 
плода из двойни, синдром “зеркала” (синдром Бал-
лантайна) [1,2,3,4,5,6,7,8].

EXPERIENCE OF REPEATED FETOSCOPIC LASER COAGULATION 
OF PLACENTAL ANASTOMOSES IN CASE OF RECURRENCE  
OF TWIN-TO-TWIN TRANSFUSION SYNDROME
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Abstract
Recurrence of twin-to-twin transfusion syndrome (TTTS) after fetoscopic laser coagulation (FLC) of placen-

tal anastomoses is unfavorable complication. Multiparous woman 34 years old in TTTS stage 2 was performed 
FLC of 8 arteriovenous anastomoses of the placenta followed by amnioreduction of 1000 ml on the gestational 
age of 22 weeks and 2 days. At gestational age of 24 weeks 6 days was revealed a recurrence of the TTTS, with 
considerable polyhydramnion of recipient and anhydramnion of the donor, a repeated FLC of 5 residual pla-
cental anastomoses was performed and amnioreduction of 2000 ml at 25 weeks 1 day of gestation. On the fifth 
day was normalized the amount of amniotic fluid of both fetuses. At 32 weeks of gestation spontaneously was 
began the birth, the weights of newborns were 1560 and 1600 g, both had Apgar score 8/9. Respiratory therapy 
continued for 7 hours at the second newborn and for 13 hours at the first newborn girl after transferring to the 
ICU. The signs of the respiratory failure were not observed. There were no differences between complete blood 
counts. This clinical case confirms the possibility of effective correction of recurrence TTTS with the help of 
repeated FLC of placental anastomoses. 

Key words: twin-to-twin transfusion syndrome, fetoscopic laser coagulation of placental anastomoses, re-
currence of twin-to-twin transfusion syndrome, residual anastomoses
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Рецидив ФФТС после проведения фетоскопи-
ческой лазерной коагуляции анастомозов плацен-
ты является частым (18 %) и неблагоприятным 
осложнением, резко ухудшающим перинатальные 
исходы. Долгое время единственным методом кор-
рекции этого состояния считалось применение се-
рийных амниоредукций [1,9,10]. 

Описание клинического случая. Повторнородя-
щая 34 лет была направлена в СПбГБУЗ “Родильный 
дом 17” при сроке 22 недели в связи с ФФТС II ста-
дии, а также истмико-цервикальной недостаточно-
стью, корригированной применением серкляжного 
пессария. При осмотре диагноз был подтвержден, 
в связи с чем при сроке 22 2/7 недели была выпол-
нена фетоскопическая лазерная коагуляция 8 артери-
о-венозных анастомозов плаценты с последующей 
амниоредукцией 1000 мл, плацента локализовалась 
по передней стенке матки. При динамическом наблю-
дении при сроке 24 6/7 недели был выявлен рецидив 
ФФТС, с повторным формированием выраженного 
многоводия у плода-реципиента (максимальный вер-
тикальный карман 110 мм) и ангидрамниона у до-
нора, а также нарушением плодов-плацентарной ге-
модинамики II степени обоих плодов, в связи с чем 
при сроке 25 1/7 недель была выполнена повторная 
фетоскопическая лазерная коагуляция 5 резидуаль-
ных анастомозов и амниоредукцией в объеме 2000 
мл. На 5 сутки была отмечена нормализация гемоди-
намики обоих плодов, при сохранении ангидрамнио-
на плода-донора, на 5 сутки выявлена нормализация 
количества околоплодных вод обоих плодов. В даль-
нейшем беременная наблюдалась амбулаторно в ди-
намике каждые 2 недели. При сроке 32 0/7 недели 
у пациентки развилась спонтанная родовая деятель-
ность и учитывая окончание первого периода ро-
дов на момент поступления в родильное отделение, 
а также удовлетворительное состояние плодов, была 
родоразрешена через естественные родовые пути, 
вес плодов составил 1560 и 1600 г, оценка по шкале 
Апгар 8/9 баллов у обоих новорожденных. Респира-
торная терапия после перевода детей в ОРИТН про-
должалась в течение 7 часов у второй новорожден-
ной, и в течение 13 часов у первой новорожденной 
девочки. В динамике признаков дыхательной недо-
статочности не отмечалось, дети находились на са-
мостоятельном дыхании. При обследовании после 
рождения в клиническом анализе крови разницы 
в показателях красной крови не отмечалось. Энте-
ральное питание было начато с первых суток жизни. 
На 5 сутки жизни для дальнейшего выхаживания, 
новорожденные были переведены в стационар.

Обсуждение и выводы. Рецидивирование ФФТС 
после выполнения фетоскопической лазерной ко-
агуляции связано с резидуальными анастомозами, 

которые представляют собой анастомозы, не выяв-
ленные во время операции вследствие их малого 
диаметра, особенностей локализации, компрессии 
при выраженном многоводии или реваскуляризиро-
ванные после недостаточной коагуляции. Рецидив 
может развиваться как сразу после операции фето-
скопической лазерной коагуляции, так и спустя не-
сколько недель [1,5,6,10,11]. Некоторые исследова-
тели предполагают, что причиной рецидива ФФТС 
могут быть артерио-артериальные и вено-венозные 
анастомозы, которые после проведения фетоскопи-
ческой лазерной коагуляции могут становиться од-
нонаправленными, чаще обеспечивая сброс крови 
в направлении от реципиента к донору [10,11,12]. 
Рецидивирование ФФТС представляет собой слож-
ную проблему, подходы к коррекции которой пока 
окончательно не определены. Выполнение повтор-
ной лазерной коагуляции длительное время счита-
лось сложным вмешательством в силу вероятного 
ухудшения визуализации после первичной фетоско-
пической лазерной коагуляции. Однако в последние 
годы повторная фетоскопическая лазерная коагуля-
ция все чаще предлагается в качестве оптимального 
метода лечения рецидива [13]. 

Данный клинический случай подтверждает воз-
можность эффективной коррекции рецидива ФФТС 
с помощью повторной фетоскопической лазерной 
коагуляции. С нашей точки зрения, в случае отсут-
ствия при предыдущем вмешательстве документиро-
ванного в протоколе кровотечения из коагулируемых 
анастомозов и наличия выраженного многоводия 
у плода-реципиента, повторная фетоскопическая ла-
зерная коагуляция целесообразна в качестве методы 
выбора. Кроме того, в данной клинической ситуации 
после повторного вмешательства отмечена норма-
лизация плодов-плацентарной гемодинамики обоих 
плодов, а также отсутствие признаков синдрома ане-
мии-полицитемии после родоразрешения через есте-
ственные родовые пути. Заключение. Расширение 
показаний к повторной фетоскопической лазерной 
коагуляции представляет собой резерв для улучше-
ния показателей выживаемости плодов при ФФТС.
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