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РЕЗЮМЕ
В настоящее время бесплодие затрагивает до 15% супружеских пар во всем мире, половина из которого 

обусловлено «мужским фактором». Для изучения механизмов нарушения сперматогенеза требуется 
создание моделей с использованием лекарственных препаратов, обладающих высокой гонадотоксичностью 
или облучения с последующим применением методов, способствующих повышению функции и качества 
сперматозоидов, одним из которых является плазма, обогащенная тромбоцитами (Leukocyte-poor platelet-rich 
plasma, LP-PRP). Цель исследования: морфологическая оценка сперматогенеза при использовании плазмы, 
обогащенной тромбоцитами, после облучения электронами в дозе 2 Грей. Материал и методы. Самцы Wistar 
(220±20 г; 9 – 10 недель; n=60) были случайным образом поделены на 3 группы (условные названия): I – 
Контроль; II – облучение электронами, доза 2 Гр; III – введение LP-PRP+IGF после облучения в течение 35 дней. 
Результаты. Через неделю после облучения обнаружили снижение количества половых клеток, уменьшение 
высоты сперматогенного эпителия. Положительные эффекты после применения LP-PRP+IGF наблюдали уже 
на второй неделе, которые сохранялись на протяжении всего эксперимента.  Заключение. Компоненты плазмы, 
обогащенной тромбоцитами, способствуют активации сперматогоний и восстановлению пула половых клеток, 
тем самым оказывая положительное влияние на сперматогенез. 

Ключевые слова: сперматогенез, бесплодие, облучение, обогащенная тромбоцитами 
плазма.

MORPHOLOGICAL CHARACTERISTICS OF THE TESTIS UNDER CONDITIONS OF 
CORRECTION OF HYPOSPERMATOGENESIS (EXPERIMENTAL RESEARCH)

Demyashkin G. A.1,2, Koryakin S. N.2, Vadyukhin M. A.1, Shchekin V. I.1,2

1I. M. Sechenov First Moscow State Medical University (Sechenov University), Moscow, Russia. 
2Medical Radiological Scientific Center named after A.F. Tsyba – branch of the National Medical Research Center 
of Radiology, Obninsk, Russia.

SUMMARY
Currently, infertility affects up to 15% of married couples worldwide, half of which is due to the «male factor». To 

study the mechanisms of impaired spermatogenesis, it is required to create models using drugs with high gonadotoxic-
ity or radiation, followed by the use of methods that improve the function and quality of spermatozoa, one of which is 
Leukocyte-poor platelet-rich plasma (LP-PRP). Purpose of the study: morphological assessment of spermatogenesis 
using platelet-rich plasma after electron irradiation at a dose of 2 Gray. Material and methods. Wistar males (220±20 g; 
9 – 10 weeks; n= 60) were randomly divided into 3 groups (conventional names): I – Control; II – electron irradiation, 
dose 2 Gray; III – administration of LP-PRP+IGF after irradiation for 35 days. Results. A week after irradiation, a de-
crease in the number of germ cells and a decrease in the height of the spermatogenic epithelium were found. Positive 
effects after the application of LP-PRP+IGF were observed already in the second week, which persisted throughout the 
entire experiment. Conclusion. The components of platelet-rich plasma contribute to the activation of spermatogonia 
and the restoration of the pool of germ cells, thereby having a positive effect on spermatogenesis.

Key words: spermatogenesis, infertility, radiation, platelet-rich plasma.
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В настоящее время бесплодие затрагивает до 
15% супружеских пар во всем мире, половина 
из которого обусловлена «мужским фактором», 
а у 2% мужчин наблюдаются субоптимальные 
параметры сперматозоидов (азооспермия), при-
чинами которых могут быть один или сочетание 
нескольких факторов – инфекционный, аутоим-
мунный, идиопатический и др. [1; 2; 3].

Для изучения механизмов нарушения сперма-
тогенеза требуется создание моделей с исполь-
зованием лекарственных препаратов, обладаю-
щих гонадотоксичностью или облучения [4]. 

Облучение всего тела может вызвать обра-
тимые или необратимые повреждения семенни-
ка  – одного из наиболее радиочувствительных 
органов в дозах облучения от 0,1 Гр и выше из-
за наличия сенсибилизированных активно про-
лиферирующих половых клеток. Сообщалось о 
снижении количества и появлении морфологи-
ческих аномалий сперматозоидов при дозах об-
лучения крыс от 1 до 2 Гр. [5; 6].

Одним из методов, способствующих повы-
шению функции и качества сперматозоидов, в 
последнее время является применение плазмы, 
обогащенной тромбоцитами (Leukocyte-poor 
platelet-rich plasma, LP-PRP), потенциальный 
терапевтический эффект которой обусловлен 
наличием биологически активных веществ, спо-
собных повышать качественные и количествен-
ные параметры сперматозоидов [7].

Одним из ключевых факторов роста тром-
боцитов в LP-PRP является инсулиноподобный 
фактор роста-1 (Insuline-like growth factor-1, 
IGF-1), который может способствовать генера-
ции округлых и удлиненных сперматид в культи-
вируемых MTF (mouse testicular fragment) ново-
рожденных. 

Исходя из вышесказанного, мы полагаем, что 
LP-PRP улучшает морфофункциональные харак-
теристики половых клеток и является регенера-
тивным субстратом за счет выделения биоло-
гически активных веществ, играющих важную 
роль в процессе сперматогенеза, а дополнитель-
ное введение IGF приведет к повышению эффек-
тивности LP-PRP в экспериментальной модели 
гипосперматогенеза у животных.

Цель исследования: морфологическая оцен-
ка сперматогенеза при использовании плазмы, 
обогащенной тромбоцитами, после облучения 
электронами в дозе 2 Грей.

МАТЕРИАЛ И МЕТОДЫ
Экспериментальное морфологическое ис-

следование проводили на базах  Сеченовского 
университета и Экспериментального сектора 
Медицинского радиологического научного цен-
тра имени А.Ф. Цыба.

Животные для исследования in vivo. Самцов 
крыс Wistar (220±20 г; 9 –10 недель; n=60) со-
держали в виварии при контролируемой темпе-
ратуре (22°C) и световом периоде (12L:12D) со 
свободным доступом к воде и крысиному корму. 

Дизайн эксперимента. 
Экспериментальные животные были случай-

ным образом поделены на 3 группы (условные 
названия): I – Контроль, II – 2РТ, III – 2РТ+LP-
PRP+IGF. I группе (n=10) вводили 0,9% физио-
логический раствор NaCl интраперитонеально 
на протяжении всего эксперимента; II группа 
(n=30) однократное прицельное облучение элек-
тронами тазово-брюшного сегмента (фиксация 
животных в специально сконструированных 
распорках) с использованием линейного аксе-
лератора (линейный акселератор «NOVAC-11», 
мощность дозы 1 Гр/мин, энергия 10 МэВ, ча-
стота 9 Гц, размер поля – Ø 100 мм; доза – 2 
Гр); III группа (n=20) после однократного об-
лучения животные получали LP-PRP (200 мкл, 
интраперитонеальная инъекция один раз в не-
делю в течение 4 недель) и IGF (14 МЕ/кг, 0.333 
мг/кг, подкожная инъекция один раз в неделю в 
течение 4 недель).

Животных всех групп (I – III) выводили из 
эксперимента путем введения высоких доз ане-
стетика. Сроки умерщвления: I группа – на 42 
сутки от начала эксперимента; II группа – по 5 
крыс на 7, 14, 21, 28, 35, 42 сутки после облуче-
ния электронами; III группа – по 5 крыс на 14, 
21, 28 и 35 сутки после облучения электрона-
ми. При выборе срока эксперимента учитывали 
физиологическую длительность сперматогенеза 
у крыс, которая, в среднем, составляет 45 дней. 

Плазму, обогащенную тромбоцитами (LP-
PRP), изготавливали согласно стандартной ме-
тодике [8].

Морфологический блок.
После извлечения оценивали внешний вид 

семенников, состояние паренхимы на разрезе, 
взвешивали (в граммах) и измеряли, фиксирова-
ли в растворе Буэна, приготавливали парафино-
вые блоки, а затем срезы, которые окрашивали 
гематоксилином и эозином согласно стандарт-
ной методике. 

Морфологический и морфометрический ана-
лиз проводили в 10-ти случайно выбранных по-
лях зрения микроскопа при увеличении ×200 и 
×400 в 4-х рандомных срезах с каждого образца, 
перемещая предметные стёкла с равными ин-
тервалами вдоль осей X и Y, с использованием 
полуавтоматического анализатора изображения. 
Световую микроскопию осуществляли с помо-
щью системы видео-микроскопии (микроскоп 
Leica DM2000, Германия; камера Leica ICC50 
HD; компьютер Platrun LG), а морфометриче-
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ские данные получали с использованием ПО 
Olympus DP2-BSW (с версий 2.1 по 2.2, сборка 
6212, Токио, Япония) (рис.1).

В каждом из полей рассчитывали следующие 
параметры: объем семенника; диаметр извитых 
семенных канальцев; количество мужских гамет, 
клеток Сертоли и Лейдига; высоту сперматоген-
ного эпителия; объем интерстициальной ткани.

Тестикулярную оценку проводили с исполь-
зованием критериев S. Johnsen. 

Рис. 1. Морфометрические данные семенников 
с использованием программных обеспечений 
для обработки и анализа изображения Leica 

Application Suite (LAS); синим цветом выделены 
семенные канальцы с признаками аплазии.

Статистический анализ. Полученные в ре-
зультате подсчёта данные обрабатывали с ис-

пользованием компьютерной программы SPSS 
12.00 for Windows statistical software package 
(IBM Analytics, США). Сравнение между груп-
пами проводилось с использованием однофак-
торного дисперсионного анализа ANOVA со 
значимостью p<0.01.

РЕЗУЛЬТАТЫ
Макро- и микроскопическая оценка.
В образцах второй группы отмечали де-

структивные изменения семенников (площадь – 
2590000 мкм2): уменьшение количества извитых 
семенных канальцев в 1,5 раза и половых клеток 
по сравнению с нормой, дегенерацию сперматид и 
сперматозоидов; снижение количества клеток Сер-
толи и Лейдига без изменений их структуры. На 
долю семенных канальцев со снижением высоты 
сперматогенного эпителия (ниже 50 мкм) и появ-
лением признаков аплазии (площадь  – 28079,84 
мкм2; диаметр – 189,083 мкм; p<0.01) приходилось 
до 1/8 части семенника (1 – 2 поперечных среза ка-
нальцев в поле зрения); средний балл по Johnsen – 
7.00±0.4 при p<0.01. После введения LP-PRP+IGF 
отмечали восстановление гистоархитектоники, а 
также увеличение объема и размеров семенников 
(площадь – 2867000 мкм2), количества канальцев 
(до 1300) и гамет, восстановление высоты спер-
матогенного эпителия и волокнистого компонента 
интерстициальной ткани практически до нормаль-
ных значений (табл. 1, 2, 3) (рис. 2).

Таблица 1
Вес и объем семенников в экспериментальных группах, при p<0.01

Группы Вес семенников, г Объем семенников, мкм3

контроль (42 сут.) 1.5±0.1 1397.5±14.3
2РТ (42 сут.) 0.8±0.05* 688.3±7.2*

2РТ+LP-PRP+IGF (35 сут.) 1.06±0.09** 831±12.6**

Примечание: * p<0.01 (контроль и 2РТ); ** p<0.01 (контроль и 2РТ+LP-PRP+IGF)

Таблица 2 
Морфометрические данные семенных канальцев в экспериментальных группах, при p<0.01

Группа Площадь семенно-
го канальца, мкм2

Диаметр семенно-
го канальца, мкм

Объем интерсти-
циальной ткани, 

мкм3

Высота спермато-
генного эпителия, 

мкм
контроль (42 сут.) 224151.32±103.7 344.4±6.4 93.1±7.3 110.9±13.05

2РТ (42 сут.) 173252.09±72.07* 310.57±2.1* 189.2±14.1* 68.2±7.67*
2РТ+LP-PRP+IGF 

(35 сут.) 196748.73±87.63** 328.69±4.9** 146.9±8.5** 87.8±10.86**

Примечание: * p<0.01 (контроль и 2РТ); ** p<0.01 (контроль и 2РТ+LP-PRP+IGF)

Положительные эффекты после применения 
LP-PRP+IGF наблюдали уже на второй неделе. 
Окончательное восстановление пула половых 

клеток и нормальное функционирование спер-
матогенеза наблюдали к концу исследования (на 
35 сутки).
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Таблица 3 
Количество половых клеток в семенных канальцах при облучении электронами разными дозами, 

при p<0.01

Группы Сперматогонии 
(А и В)×106

Сперматоциты 
×106

Сперматиды 
×106

Клетки Серто-
ли×106

Клетки Лейди-
га ×106

контроль (42 
сут.)

117.2±5.6 110.3±3.1 163.2±3.18 12.0±0.2 8.0±0.2

2РТ (42 сут.) 43.6±2.5* 101.0±1.5* 150.6±1.9* 10.0±0.5* 7.0±0.1*
2РТ+LP-

PRP+IGF (35 
сут.)

75.9±3.7** 105.8±2.2** 156.0 ± 2.5** 9.8 ± 0.6** 6.9 ± 0.11**

Примечание: * p<0.01 (контроль и 2РТ); ** p<0.01 (контроль и 2РТ+LP-PRP+IGF)

Рис. 2. Семенник, морфологическая картина экспериментальных групп; окраска – гематоксилином 
и эозином, увелич. ×200. А – контроль; Б – на 7 сутки после облучения (2 Гр, однократно), маркер  – 

семенные канальцы с признаками аплазии; В – на 35 сутки после облучения (2 Гр, однократно) и 
введения LP-PRP+IGF.

ОБСУЖДЕНИЕ

Мужской фактор остается одной из ведущих 
причин, приводящей к бесплодию в супруже-
ских парах, так как нарушение репродуктивной 
функции напрямую связано со структурными 
изменениями в яичках [9]. 

Для понимания механизмов нарушения спер-
матогенеза необходимо их изучение с исполь-
зованием моделей, а также применение пер-
спективных методов коррекции, что послужило 
темой настоящего исследования.

Для ингибирования сперматогенеза у жи-
вотных впервые был использован импульсный 
ускоритель электронов «NOVAC-11». Уже через 
неделю были обнаружены нарушения гистоар-
хитектоники семенника, снижение количества 
половых клеток (после облучения происходит 
образование сшивок и подавление репликации 
ДНК, а также апоптоз, возникающий под дей-
ствием ионизирующего излучения на митотиче-
ски активные клетки [10]), уменьшение высоты 
сперматогенного эпителия, но с сохранением его 
целостности. Описанные патоморфологические 

изменения в группе облученных животных (2РТ) 
сохранялись на протяжении всего эксперимента, 
что позволило вводить LP-PRP+IGF животным 
III-й группы многократно. Полученные резуль-
таты, на первый взгляд, противоречат данным 
других исследований [11], однако обнаруженные 
морфологические изменения можно объяснить 
более мягким действием электронов на струк-
туры семенника в отличие от гамма-облучения. 
Преимуществом прицельного облучения, при-
меняемого в данном исследовании в сравнении 
с введением химиопрепаратов, а также общего 
облучения, является протекция других органов 
и систем от возможной деструкции и других не-
благоприятных последствий [4].

Согласно имеющимся данным в специализи-
рованной литературе, различные факторы роста 
играют важную роль в улучшении качественно-
количественных характеристик мужских гамет и 
их микроокружения – улучшают пролиферацию, 
дифференцировку и предотвращают апоптоз [3].

Многие исследователи часто используют 
LP-PRP для восстановления семенников после 
моделирования в них бесплодия, однако резуль-
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таты таких экспериментов противоречивы. В 
исследовании Mauduit et al. отмечали снижение 
экспрессии факторов роста на фоне облучения 
животных в дозах 0,5 Гр, 1 Гр, 2 Гр и 4 Гр, поэто-
му для усиления эффекта LP-PRP и ускорения 
процессов восстановления сперматогенеза по-
сле облучения мы дополнительно вводили IGF 
животным III группы, что, скорее всего, было 
обосновано, учитывая наблюдаемые положи-
тельные эффекты [10]. В то же время, исследо-
вания, в которых животным вводили только PRP 
не показали подобного эффекта [4].

Используемая для коррекции гипосперма-
тогенеза плазма, обогащенная тромбоцитами, 
активированная CaCl2, в комбинации с IGF в 
настоящем исследовании привела к активации 
низкодифференцированных сперматогоний 
B-типа и восстановлению пула половых клеток, 
что частично совпадает с данными других ис-
следователей [4]. Количество клеток Сертоли и 
Лейдига на протяжении эксперимента во всех 
группах практически оставалось неизменным 
в связи с их большей устойчивостью к воздей-
ствию радиации [11]. 

Следует отметить, что появление положи-
тельной динамики в семенниках животных 
на фоне комбинированного применения LP-
PRP+IGF связано с правильно подобранной кон-
центрацией и частотой введения LP-PRP и IGF. 

Таким образом, возникшие патоморфологи-
ческие изменения герминативного и стромаль-
ного компонентов семенников под действием 
ионизирующего излучения приводят к гипо-
сперматогенезу, что может быть использовано 
в качестве модели, например, секреторной фор-
мы мужского бесплодия, а все вышеперечис-
ленные факторы и биохимические процессы 
могут быть вовлечены в механизм улучшения 
PRP-зависимых параметров сперматогенеза и 
морфологии сперматозоидов.

ЗАКЛЮЧЕНИЕ
Компоненты плазмы, обогащенной тромбо-

цитами, способствуют активации сперматого-
ний и восстановлению пула половых клеток, 
тем самым оказывая положительное влияние 
на сперматогенез. На основании выявленных 
качественных и количественных патоморфо-
логических изменений семенных канальцев, 
возникших на фоне применения импульсного 
ускорителя электронов «NOVAC-11», можно 
использовать его при моделировании гипоспер-
матогенеза.
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РЕЗЮМЕ
Важнейшей задачей доклинического исследования перспективных кандидатов в противоопухолевые 

лекарственные средства (ЛС) является оценка безопасности их применения. Изучение кардиотоксичности 
оловоорганических соединений (ООС) бис(3,5-ди-трет-бутил-4-гидроксифенилтиолат) диметилолова 
(Ме3) и (3,5-ди-трет-бутил-4-гидроксифенилтиолат) трифенилолова (Ме5) произведено при однократном 
внутрижелудочном введении в максимально переносимой дозе (МПД) в эксперименте на 30 крысах линии 
Wistar (самки) весом 190-210гр. По результатам патоморфологического исследования и изменению активности 
маркерных ферментов крови (КК - креатинкиназа (КФ 2.7.3.2), ЛДГ - лактатдегидрогеназа (КФ 1.1.1.27), 
АсАт  - аспартатаминотрансфераза (КФ 2.6.1.1), АлАт - аланинаминотрансфераза (КФ 2.6.1.2)) через 14 суток 
после введения субстанций морфо-функциональные изменения были охарактеризованы как потенциально 
обратимые. 
Ключевые слова: оловоорганические соединения, кардиотоксичность, противоопухолевые 
средства, антиоксиданты, исследования in vivo.

ASSESSMENT OF CARDIOTOXIC SIDE EFFECTS IN THE ADMINISTRATION OF 
ORGANOTIN COMPOUNDS AT THE PRECLINICAL STAGE OF THE STUDY

Dodokhova M. A.1, Kotieva I. M.1, Safronenko A.V.1, Alkhuseyn-Kulyaginova M. S.1, Milaeva E. R.2, 
Shpakovsky D. B.2, Makarenko Yu. M.3, Terekhov A. Yu.4, Sergeeva E. O.4

1Rostov State Medical University, Rostov-on-Don, Russia 2Lomonosov Moscow State University, Moscow, Russia 
3State Medical Institution of the Rostov region «Pathological and Anatomical Bureau» Rostov-on-Don, Russia 
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SUMMARY
The most important task of preclinical research of promising candidates for antitumor drugs is to assess the safety 
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of their use. The study of the cardiotoxicity of organotin compounds (OOS) dimethyltin bis (3,5-di-tert-butyl-4-hydroxy-
phenylthiolate) (Me3) and (3,5-di-tert-butyl-4-hydroxyphenylthiolate) triphenyltin (Me5) was carried out with a single 
intragastric administration at the maximum tolerated dose (MTD) in an experiment on 30 Wistar rats (female) weighing 
190-210gr. According to the results of pathomorphological studies and changes in the activity of marker blood enzymes 
(CK - creatine kinase (EC 2.7.3.2), LDH - lactate dehydrogenase (EC 1.1.1.27), AsAt - aspartate aminotransferase (EC 
2.6.1.1), AlAt - alanine aminotransferase (EC 2.6.1.2)), morpho-functional changes were characterized as potentially 
reversible 14 days after administration of the substances.

Key words: organotin compounds, cardiotoxicity, antitumor agents, antioxidants, studies in vivo. 

Современные подходы к раннему выявлению 
и комплексному лечению злокачественных но-
вообразований (ЗН) привели к значительному 
увеличению продолжительности жизни паци-
ентов во всех клинических группах диспансер-
ного наблюдения. Имеющийся на сегодняшний 
день арсенал химиотерапевтических средств об-
ладает широким спектром побочных эффектов 
и при длительной терапии существенно повы-
шается вероятность их развития. Наиболее не-
благоприятно влияют на выживаемость и каче-
ство жизни кардиологические осложнения, как 
в период терапии, так и после ее окончания [1; 
2; 3]. Основными механизмами морфо-функци-
ональных нарушений работы клеток миокарда 
являются окислительный и нитратный стрессы, 
образование белковых продуктов, которые при-
водят к воспалению кардиомиоцитов, наруше-
нию кальциевого гомеостаза, программируемой 
гибели клеток, набуханию клеточных структур 
[4; 5]. Дисфункция миокарда под влиянием про-
тивоопухолевых агентов может иметь необрати-
мый (1-й тип) или обратимый характер (2-й тип) 
[6; 7]. Клинически дисфункция миокарда и I и 
II типа представляет собой большую опасность 
для жизни человека, так как может приводить к 
фатальным осложнениям, таким как: сердечная 
недостаточность, ишемическая болезнь серд-
ца, в том числе инфаркт миокарда, нарушения 
ритма и проводимости, вплоть до фибрилляции, 
артериальная гипертензия, тромбоэмболические 
осложнения; лёгочная гипертензия; пороки кла-
панов сердца; перикардиты [8; 9]. Вероятность 
и тяжесть осложнений напрямую зависит от 
кумулятивной дозы противоопухолевого лекар-
ственного средства (ЛС), возраста пациента и 
наличия у него сердечно-сосудистых заболева-
ний (ССЗ) в анамнезе. По времени возникнове-
ния выделяют острую и хроническую кардио-
токсичность [10; 11; 12]. Различные проявления 
кардиотоксичности ЛС могут стать причиной 
прерывания и/или отмены противоопухолевой 
терапии. Большое количество работ посвящено 
поиску кардиопротекторных агентов, снижаю-
щих риск и тяжесть осложнений при химиоте-
рапии ЗН, большой группой таких соединений 
являются антиоксиданты [13; 14; 15].

На этапе разработки и доклинического ис-
следования новых противоопухолевых ЛС обя-

зательным является изучение безопасности их 
применения, в том числе и оценка кардиотоксич-
ности. Оловоорганические соединения, рассма-
триваемые нами как перспективные кандидаты в 
ЛС, проявили выраженный цитотоксический эф-
фект по отношению к линиям опухолевых клеток 
человека [16; 17; 18] и на моделях перевиваемых 
опухолей in vivo [19; 20]. Различные органиче-
ские лиганды в молекуле ООС модулируют био-
логическую активность и определяют класс без-
опасности субстанций. Различные исследования 
показывают, что ООС влияют на макромолекулы 
клетки (ДНК или белки), а также на энергети-
ку клетки и функции митохондрий, взаимодей-
ствуют с клеточными мембранами, увеличивают 
концентрацию Ca2+ в цитоплазме [21]. Для боль-
шинства ООС показано, что они вызывают апоп-
тотическую гибель клетки. Апоптоз вызывается 
либо за счет влияния ООС на редокс-сигнальные 
пути клеток (накопление активных метаболитов 
кислорода (АМК)), либо нарушением проницае-
мости мембран митохондрий, активации каспаз 
или ввиду взаимодействия с ДНК, уменьшени-
ем выработки антиапоптотического белка Bcl-
2 [22]. Кроме того, ингибирование ферментов, 
вызванное ООС, также связано с их антипро-
лиферативной активностью. Известно, что один 
из механизмов действия ООС определяется их 
способностью связываться с сульфгидрильными 
группами белка тубулина, играющего ключевую 
роль в формировании микротрубочек и клеточ-
ной пролиферации. В результате, нарушается 
репликация и транскрипция ДНК, что приводит 
к задержке клеточного цикла и, в конечном ито-
ге,  - к апоптозу [23; 24; 25]. 

Гибридные молекулы ООС бис (3,5-ди-
трет-бутил-4-гидроксифенилтиолат) ди-
метилолова (Ме3) и (3,5-ди-трет-бутил-4-
гидроксифенилтиолат) трифенилолова (Ме5) 
содержат протекторный фрагмент 2,6-ди-трет-
бутилфенола, обладающий антиоксидантной 
активностью [26]. Направленный синтез ООС 
Ме3 и Ме5 позволил сочетать противоопухоле-
вый эффект и снижение общей токсичности, в 
том числе и на клетки миокарда [27].

Целью нашего исследования явилось изуче-
ние активности маркеров токсического повреж-
дения кардиомиоцитов в крови, а также описа-
ние гистопатологической картины сердца через 

12



ОРИГИНАЛЬНЫЕ СТАТЬИ2021, т. 11, № 2

14 суток после однократного внутрижелудочно-
го введения Ме3 и Ме5 крысам линии Wistar в 
МПД.

МАТЕРИАЛ И МЕТОДЫ
Соединения.
ООС Ме3 и Ме5 были синтезированы по 

описанным методикам [23; 25]. Подлинность 
и строение ООС были доказаны проведением 
ядерно – магнитной и инфракрасной спектро-
скопии. 

Животные.
Экспериментальное исследование было вы-

полнено на 30 крысах Wistar (самки). Животные 
получены из питомника НИЦ «Курчатовский ин-
ститут» - «ПЛЖ «Рапполово», после карантин-
ного изолирования (14 суток), животные были 
рандомизированы по весу.

Дизайн исследования.
Животные были разделены на 3 группы: I  – 

однократное внутрижелудочное введение су-
спензии Ме3 в 1% растворе желатина  в МПД 
2000 мг/кг (n=10); II – однократное внутриже-
лудочное введение суспензии Ме5 в 1% раство-
ре желатина в МПД 750 мг/кг (n=10); III – кон-
трольная группа - 1% раствор желатина вводил-
ся в эквивалентных режимах и объемах (n=10).

Объем вводимой суспензии не превышал 2 мл.
Все исследования выполнялись в соответ-

ствии с Международными и Российскими тре-
бованиями проведения научных исследований 
на лабораторных животных.

МПД для субстанций Ме3 и Ме5 были опре-
делены в предварительной серии эксперимента 
при определении класса токсичности и LD50 
[28; 29]. 

Через 14 суток после введения субстанций 
была произведена эвтаназия путем декапитации 
на гильотине, патолого - анатомическое вскры-
тие производилось по известной методике [30]. 
Применялась стандартная подготовка сердечной 
ткани для гистологического исследования, срезы 
окрашивались гематоксилином и эозином. Свето-
вая микроскопия и фотофиксация проводилась с 
использованием микроскопа Leica DM1000. Ги-
стопрепараты описывались с учетом наличия и 
выраженности следующих признаков: неравно-
мерная окраски миокарда (пересокращение и пе-
рерастяжение кардиомиоцитов), состояние кро-
венаполнения миокарда (диффузное венозно-ка-
пиллярное полнокровие, неравномерное и слабое 
кровенаполнение миокарда), наличие нарушений 
реологии крови (стазы, сладжи, тромбы), состоя-
ние межмышечной стромы (отёк, сдавление, оча-
говая или диффузная клеточная инфильтрация), 
состояние кардиомиоцитов (дистрофия и ее вид, 
атрофия, некроз), признаки возможного наруше-

ния ритма сердца (фрагментация, волнообразная 
деформация мышечных волокон миокарда). 

Для биохимической оценки функционально-
метаболического состояния кардиомиоцитов 
нами произведен анализ изменения активности 
следующих ферментов крови: КК - креатинки-
наза (КФ 2.7.3.2), ЛДГ - лактатдегидрогеназа 
(КФ 1.1.1.27), АсАт - аспартатаминотрансфера-
за (КФ 2.6.1.1), АлАт - аланинаминотрансфераза 
(КФ 2.6.1.2). Для определения был использован 
автоматический биохимический анализатор 
ACCENT 300 и стандартные наборы фирмы 
CORMAY (Польша)

Результаты исследования выражались в виде 
средней величины показателя ± ошибка средней 
величины. Совокупность показателей в группе 
проверялась на нормальность распределения по-
средством теста Андерсона-Дарлинга. Различия 
показателей в опытной группе по отношению к 
контрольной оценивали с помощью t-критерия 
Стьюдента и считали статистически значимыми 
при вероятности выше 95%.

РЕЗУЛЬТАТЫ 
Дозы Ме3 2000 мг/кг и Ме5 750 мг/кг вы-

зывали токсические эффекты у крыс, но не при-
водили к гибели животных в эксперименте (14 
дней). 

При окраске гистопрепаратов гематоксилином 
и эозином в обеих опытных группах выявлены 
признаки: равномерная окраска красителями, 
полнокровие сосудов разной степени выражен-
ности, строма обычного строения, дистрофиче-
ские изменения разной степени выраженности от 
легкой (Ме5) до средней (Ме3), отсутствие при-
знаков возможного нарушения ритма, в группе 
I  – нарушения реологии крови в виде мелкооча-
говых кровоизлияний, в группе II – очаговых диа-
педезных кровоизлияний. Ведение 1% раствора 
желатина никак не влияло на макроскопическую 
картину сердца. Микрофотографии гистопрепа-
ратов приведены на рисунке 1.

В сыворотке крови животных оценивали ак-
тивности ЛДГ, КК, АсАт и АлАт. В обеих опыт-
ных группах под влиянием ООС произошли 
изменения активности маркерных ферментов 
ишемического и цитолитического повреждения 
кардиомиоцитов. Наиболее выраженное увели-
чение активности было отмечено для фермен-
тов образования макроэргического соединения 
креатинфосфата и обратимого превращения 
пировиноградной кислоты в молочную. Актив-
ность ЛДГ при введении Ме3 и Ме5 увеличи-
лась на 96.7% и 64,2% соответственно (р<0,05). 
Повышение активности КК при введении Ме3 
было достоверно (р<0,05) более значительным 
(138,2%), чем при введении Ме5 (32%). Ста-
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Группа I (Ме3)
МПД=2000 мг/кг

Группа II (Ме5)
МПД=750 мг/кг

Рис.1. Микрофотографии гистопрепаратов

тистически значимое увеличение активности 
аминотрансфераз отмечалось только для Ме5 
(р<0,05) АсАт на 25,3%, АлАт на 31%. Числен-

ные значения активности маркерных ферментов 
повреждения кардиомиоцитов приведены в та-
блице 1.

Таблица 1
Активность биохимические маркеров повреждения кардиомиоцитов (M±m, p)

                            Группы

Показатели

Группа I n=10 
(опытная – Ме3)

Группа II n=10 
(опытная – Ме5)

Группа III n=10 (контр-
ольная - 1% раствор 

желатина)
ЛДГ, ед/л 1281,2 ±74,0 р<0,05 1069,6±75,0 р<0,05 651,5±22,9
КК, ед/л 6479,5±277,1 р<0,05 3584±192,8 р<0,05 2719,6±135,3

АлАт, ед/л 45,9±3,4 56,2±3,1 р<0,05 42,9±2,1
АсАт, ед/л 70,4±5,6 81,1±9,1 р<0,05 64,8±2,4

ОБСУЖДЕНИЕ

Реализация цитотоксического механизма 
противоопухолевых субстанций осуществляется 
на все клетки организма в той или иной степени. 
Кардиомиоциты характеризуются постоянной 
внутриклеточной регенерацией и большой чув-
ствительностью к оксидативному стрессу [31]. 
Применяемые в клинике современные противо-
опухолевые лекарственные препараты являются 
преимущественно литическими агентами, вызы-
вающими апоптоз и атрофию клеток с развити-
ем фатальных осложнений.

При исследовании влияния Ме3 и Ме5 на 
сердечную мышцу выявлены общие черты и ха-
рактерные особенности двух близких по струк-
туре соединений. Дистрофия – морфологиче-
ские изменения, характеризующие нарушения 
тканевого и клеточного метаболизма, ведущие 
к структурным изменениям. Дистрофия легкой и 
средней степени тяжести рассматривается нами 
как выраженное функциональное напряжение 
миокарда на лекарственное воздействие. Дан-
ные нарушения, как правило, заканчиваются са-

моразрешением, и, теоретически, они обратимы. 
Через 14 суток после введения испытуемых суб-
станций повреждения кардиомиоцитов, которые 
диагностированы по увеличению активности 
кардиотропных маркеров в крови, в некротиче-
ские изменения не трансформировались. Это по-
зволяет предположить у ООС, содержащих про-
текторный фрагмент 2,6-ди-трет-бутилфенола, 
второй тип кардиотоксичности (обратимая дис-
функция). 

Для успешной химиотерапии наибольшую 
перспективу имеют, на наш взгляд, гибридные 
молекулы, содержащие цитотоксический и про-
текторный фрагмент, сочетающие противоопу-
холевый и кардиозащитый эффект.

ЗАКЛЮЧЕНИЕ
В результате проведенного исследования 

установлено, что ООС, содержащие фрагмент 
2,6-ди-трет-бутилфенола, Ме3 и Ме5 при одно-
кратном внутрижелудочном введении крысам 
(самкам) линии Wistar в МПД 2000 мг/кг и 750 
мг/кг соответственно, вызывали изменения мор-
фо-функционального состояния кардиомиоци-
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тов, не требующие медикаментозной коррекции 
(дисфункцию второго типа). 
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РЕЗЮМЕ
Целью настоящего исследования явилось определение особенностей элементного статуса детей 1-3 лет 

с задержкой психического и физического развития, для чего у 36-ти детей от 1 года до 3-х лет, воспитанников 
Крымского республиканского учреждения «Дом ребенка «Ёлочка»» с задержкой психического и физического 
развития методом рентгено-флуоресцентной спектрофотометрии определено содержание химических 
элементов (Ca, Cu, Fe, K, Zn, Mn, S, Br, Se, Co, Cr, Cl, Ni, Mo, Sr, As, Hg, Pb) в волосах. Установлено, что 
у обследованных детей имело место превышение калия, хлора, никеля, хрома, марганца, кальция на фоне 
тотального дефицита цинка и меди, частично железа при нормальном содержании токсичных элементов. 
Гиперэлементоз калия, хлора, никеля, хрома, марганца, кальция в соответствии с результатами настоящего 
исследования и данными литературы может являться характерной особенностью элементного статуса при 
нервных расстройствах. 

Ключевые слова: дети, задержка умственного и физического развития, химические 
элементы, волосы.

FEATURES OF THE ELEMENT STATUS OF EARLY AGE 
CHILDREN WITH MENTAL AND PHYSICAL RETARDATION

Evstafeva E. V., Zalata O. A., Slusarenko A. E.

Medical Academy named after S.I. Georgievsky of Vernadsky CFU, Simferopol, Russia

SUMMARY
The aim of the research was a determination of the element’s status features in children 1-3th age with mental 

and physical retardation. In 36th children from 1-3th age with mental and physical retardation the content of (Ca, Cu, 
Fe, K, Zn, Mn, S, Br, Se, Co, Cr, Cl, Ni, Mo, Sr, As, Hg, Pb) in hair was determined by a method of X-ray fluorescent 
spectroscopy. Hair chemical elements content was determined in1-3-year-oldchildren with mental and physical de-
velopmental delay suggesting some specificchanges of elemental status. It is established that the examined children 
had the excess of potassium, chlorine, nickel, chromium, manganese, calcium, on the background of total deficit of 
zinc, copper, partially of iron and normal content of toxic elements. Excess of potassium, chlorine, nickel, chromium, 
manganese, calcium in accordance with this research and literature data may be a specific feature of element status 
at nervous disorders. However, individual assessment of the «element portrait» at diseases of the nervous system in 
children of early age is important to improve a treatment and rehabilitation. Comparison of the revealed features with 
previously collected data of healthy children and literature indicates that zinc and copper deficiency is not specific for 
the children with mental and physical developmental delay but is rather more significant. 

Key words: children, mental and physical retardation, chemical elements, hair.

Нейротоксическое действие многих распро-
страненных загрязнителей окружающей среды 
[1], особенно в период внутриутробного раз-
вития [2], существенным образом сказывается 
как на общем состоянии детского здоровья, так 
и на состоянии нервной системы развивающе-
гося организма, особенно высших психических 
функций. Широкое распространение в послед-

ние годы ряда заболеваний психической сферы 
у детей (задержка развития, аутизм, синдром де-
фицита внимания и гиперактивности) приобре-
тает эпидемический характер, что связывают, в 
том числе, с действием токсичных тяжелых ме-
таллов [3; 4], круговорот которых в окружающей 
среде увеличился по сравнению с природным в 
несколько раз. При этом считают, что изменения 
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психической сферы могут быть обусловлены не 
только увеличением концентраций отдельных 
химических элементов в окружающей среде, но 
и в целом нарушением элементного баланса в 
организме, поддержание которого необходимо 
для нормальной деятельности мозга [5; 6]. Это 
связано с тем, что в разные периоды роста и 
развития ребенка имеют место физиологически 
обусловленные изменения в содержании макро- 
и микроэлементов как клеточных регуляторов, 
модуляторов, мессенджеров, необходимых для 
нормального функционирования тканей, орга-
нов и систем организма [7]. Известно, что изме-
нение металло-лигантного гомеостаза и его ком-
плексов в структурах нервной системы начинает 
формироваться уже в перинатальном периоде. 
Это, безусловно, влияет на перинатальное со-
стояние нервной системы, а затем на функцио-
нальный статус отдельных структур головного 
мозга [8].

С другой стороны, элементный дисбаланс 
может являться как фактором риска в разви-
тии заболеваний, так и их следствием [9; 10]. 
В этом случае его оценка и коррекция будут 
способствовать уменьшению выраженности не-
гативных проявлений расстройств психической 
сферы.

В связи с вышеизложенным, оценка содер-
жания химических элементов, известных своим 
нейротропным действием, как возможного фак-
тора, влияющего на формирование психической 
сферы у наиболее уязвимой при экологическом 
неблагополучии категории населения – детей на 
ранних стадиях онотогенетического развития, 
является актуальной задачей. Особенно важно 
в этом отношении исследование особенностей 
элементного статуса у детей с задержкой психи-
ческого и физического развития, что и послужи-
ло целью настоящей работы.

МАТЕРИАЛ И МЕТОДЫ 
С соблюдением биоэтических норм была 

обследована группа детей с задержкой психи-
ческого и физического развития, воспитанников 
Крымского республиканского учреждения «Дом 
ребенка «Ёлочка»». В когорту вошли 36 человек 
(27 мальчиков и 9 девочек) от 1 года до 3-х лет 
(средний возраст 2,9 ± 0,8). Диагностическая 
квалификация нарушений психического раз-
вития детей осуществлялась детскими психиа-
трами на основе клинико-психопатологического 
анализа и включила следующие нозологические 
формы: органические эмоционально-лабильные 
расстройства (F06.65); расстройства психиче-
ского развития (F88); гиперкинетические рас-
стройства (F90); специфические расстройства 
речи (F80); задержка роста и развития. Наруше-

ния в развитии большинства обследованных де-
тей были связаны с неблагоприятным семейным 
анамнезом, часть детей имела статус сироты. У 
5-ти из 36-ти обследованных детей имели место 
перинатальные поражения ЦНС (спастический 
тетрапарез, вторичная эпилепсия, синдром лик-
воро-сосудистой дистензии).

Содержание химических элементов в воло-
сах детей определяли методом рентген-флуорес-
центной спектрофотометрии на приборе ElvaX 
(измерение по методике №12-4502). Методика 
отбора проб выполнялась в соответствии с ре-
комендациями МАГАТЭ (1980) [11]. Образцы 
волос с соблюдением всех биоэтических поло-
жений получали путем состригания с 3-5 мест 
на затылочной части головы, ближе к шее, в 
количестве не менее 3 г, помещали в специаль-
ные пакеты с идентификационными записями. 
Отклонения индивидуального и группового 
элементного профиля волос обследуемых детей 
от нормы отмечали, ориентируясь на принятые 
референтные значения содержания химических 
элементов в волосах [12]. На обследование 
каждого воспитанника детского дома получили 
письменное согласие администрации (Договор 
о сотрудничестве от 05.11.2012).

Проверка характера распределения химиче-
ских элементов в волосах детей по критерию 
Колмогорова-Смирнова и Лиллифорс показала, 
что содержание в волосах части из них (Ca, Cu, 
Fe, S, Br, Cl, Ni, Mo, Sr, As, Hg) не подчинялось 
закону нормального распределения. Распреде-
ление K, Zn, Mn, Se, Co, Cr, Pb приближалось 
к нормальному. При проведении статистическо-
го анализа использовали непараметрические 
методы описательной статистики; все числен-
ные показатели представлены в виде медиан и 
значений интерквартильного размаха (Ме [р25; 
р75]). Взаимосвязь между содержанием хими-
ческих элементов устанавливали посредством 
непараметрического корреляционного анализа 
по Спирмену (rs). При оценке результатов стати-
стически достоверным принимали уровень зна-
чимости р≤ 0,05. Статистический анализ данных 
проводили при помощи программы Statistica 8.0.

РЕЗУЛЬТАТЫ И ОБСУЖДЕНИЕ
Учитывая возможные различия в элемент-

ном статусе детей в зависимости от возможных 
причин нарушений развития, первоначально 
его анализ выполнили дифференцированно для 
детей с перинатальным поражением ЦНС и для 
детей с неблагополучным семейным анамнезом 
(табл. 1, табл. 2).

У детей с перинатальным поражением ЦНС 
выявлен значительный элементный дисбаланс, 
который выражался в увеличении содержания 
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Таблица 1 
Содержание химических элементов (мкг/г) в волосах детей с перинатальным поражением ЦНС (n=5)

Биоэлемент M±SD Ме р25 р75 Условная норма
Эссенциальные элементы

Ca 967,11 ± 702,83 661,83 48,43 1373,57 300,0-700,0
K 378,63 0 795,76 70,0-170,0
Zn 82,76 46,74 82,91 120,0-200,0
Cu 10,12 ± 4,21 10,13 9,46 11,55 9,0-30,0
Fe 48,55 ± 19,42 54,56 33,45 64,72 15,0-35,0
Se 0,55 0,52 1,32 0,3-1,2
Mn 1,15 1,14 4,46 0,5-2,0
Cr 17,86 14,0 18,1 0,5-5,0

Условно-эссенциальные элементы

S 32266,7 244,68 46679,2 21000,0-
49000,0

Br 10,23 ± 19,64 5,09 4,22 13,20 2,0-12,0
Cl 2429,4 1445,0 8802,12 60,0-560,0
Co 1,60 0,75 3,06 0,0-2,0
Ni 14,07 ± 6,56 15,46 11,1 18,03 0,0-3,5
Mo 0,40 ± 0,55 0,0 0,0 0,88 0,0-3,0
Sr 1,16 ± 1,13 0,99 0,18 2,1 0,0-3,0

Токсичные элементы
Pb 6,54 1,9 7,4 0,0-5,0
As 2,48 ± 3,55 1,26 0,32 2,19 0,0-2,0
Hg 0,56 ± 0,69 0,33 0,13 0,62 0,0-2,0
Cd 0,0 0,0 0,0 0,0 0,0-1,0

Примечание: здесь и далее среднее и среднеквадратичное отклонение для K, Zn, Mn, Se, Co, Cr, Pb 
не представлены в связи с распределением, отличающимся от нормального. 

Са, К, Fe, Mn, Br, Cl, Co, Ni, As, Pb и у значи-
тельной части обследованных – Cr, Se. В то же 
время наблюдали выраженный дефицит Zn и 
недостаток у большинства обследованных со-
держания Сu.

Элементный статус детей с приобретенной 
вследствие семейного неблагополучия задерж-
кой психического и физического развития имел 
некоторые отличительные особенности, но в 
большей степени был сходен с детьми с пери-
натальным поражением нервной системы. Так, 
у них также было увеличено содержание К, Mn, 
Cr, Cl и Ni, наблюдался дефицит Zn и Cu, в то 
время как содержание Са, Fe, Pb, As и Se нахо-
дилось в нормальных пределах (табл. 2).

Таким образом, у детей с перинатальным по-
ражением ЦНС содержание 9-ти элементов из 
19-ти имели отклонения от нормы, в то время 
как дети с задержками развития по причине не-

благополучного семейного анамнеза характери-
зовались менее выраженным дисбалансом, так 
как у них 6 элементов из 19 имели отклонения от 
нормы. Наиболее существенной отличительной 
особенностью являлся гиперэлементоз токсич-
ных Pb, As, а также значительно более выражен-
ное отклонение от нормы Ni, Cl и Cr у детей с 
перинатальным поражением ЦНС.

Половые различия в элементном статусе в 
связи с достаточным количеством обследован-
ных оценивали только в группе с неблагопри-
ятным семейным анамнезом. Так, и у девочек, 
и у мальчиков было увеличено содержание К, 
Mn, Cr, Cl и Ni, а в отношении Zn и Cu наблю-
дался дефицит. Иными словами, качественных и 
существенных количественных различий в эле-
ментном статусе не отмечалось, за исключением 
содержания К у мальчиков, которое было досто-
верно выше, чем у девочек (р=0,02).
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Таблица 2
Содержание химических элементов (мкг/г) в волосах детей с неблагополучным семейным анамнезом 

(n=31)

Биоэлемент M±SD Ме р25 р75 Условная норма
Эссенциальные элементы

Ca 594,96 ± 182,55 574,67 441,46 684,44 300,0-700,0
K 509,93 329,27 730,28 70,0-170,0
Zn 33,15 20,04 43,45 120,0-200,0
Cu 4,77 ± 1,56 4,91 3,46 5,56 9,0-30,0
Fe 21,96 ± 16,47 19,39 15,59 24,45 15,0-35,0
Se 0,39 0,25 0,59 0,3-1,2
Mn 2,19 0,83 3,59 0,5-2,0
Cr 6,37 2,75 10,18 0,5-5,0

Условно-эссенциальные элементы

S 24308,6 19874,9 34598,8 21000,0-
49000,0

Br 7,56 ± 3,73 7,16 4,99 9,27 2,0-12,0
Cl 1178,11 924,40 1722,34 60,0-560,0
Co 1,77 1,23 2,53 0,0-2,0
Ni 5,66 ± 2,43 5,38 3,84 6,43 0,0-3,5
Mo 0,47 ± 0,75 0,0 0,0 0,90 0,0-3,0
Sr 0,58 ± 0,36 0,54 0,40 0,88 0,0-3,0

Токсичные элементы
Pb 3,34 2,31 4,14 0,0-5,0
As 0,50 ± 0,93 0,09 0,0 0,44 0,0-2,0
Hg 0,81 ± 0,71 0,63 0,33 1,05 0,0-2,0
Cd 0,0 0,0 0,0 0,0 0,0-1,0

Примечание: Me – медиана, р25, р75 – перцентили. 

Обобщая полученные результаты, можно за-
ключить, что биомониторинговое исследование 
содержания исследуемых элементов в волосах 
детей раннего возраста с задержкой психиче-
ского и физического развития, проживающих в 
условиях дома ребенка, выявило определенный 
элементный дисбаланс, который имел как об-
щие, так и отличительные особенности у детей 
с перинатальными и постнатальными формами 
задержки психического и физического развития. 
Общим для всех обследованных детей было пре-
вышение референтных уровней для калия, хло-
ра, никеля, хрома, марганца и дефицит цинка и 
меди (рис.1). Качественные особенности первых 
заключались в гиперэлементозе таких токсич-
ных элементов как свинец и мышьяк, а также 
железа и незначительном увеличении селена; 
количественные – в более выраженном отклоне-
нии от верхней границы нормы Ni, Cl и Cr. В то 
же время дефицит эссенциальных цинка и меди 

у детей с перинатальным поражением нервной 
системы были менее выражены. В пробах во-
лос не были обнаружены йод, серебро, рубидий, 
барий, кадмий, сурьма, цирконий, олово, берил-
лий. Наличие ванадия в волосах было найдено у 
1 ребенка, титана – у 4-х, молибдена у 13 детей 
из группы.

Для ответа на вопрос, какие из выявленных 
особенностей элементного статуса детей с за-
держкой психического и физического развития 
могут быть связаны с данными нарушениями, 
необходимо сравнение с элементным статусом 
здоровых детей. В архивных материалах кафе-
дры имелись данные по биомониторинговому 
исследованию содержания 5 химических эле-
ментов в волосах здоровых детей до 6 лет, так-
же проживающих в г. Симферополь [13]. Они 
свидетельствовали о тотальном дефиците цин-
ка и меди (табл. 3). Таким образом, содержание 
данных элементов характеризовалось сходным 
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Рис. 1. Амплитуда отклонений (в %) содержания 
химических элементов от верхних и нижних гра-

ниц условной нормы в волосах детей

образом в обеих группах детей и вряд ли можно 
полагать, что дефицит цинка и меди – это спец-
ифическая особенность элементного статуса 
детей с задержкой развития, тем более, что де-
фицит этих элементов – весьма распространен-
ное явление в настоящее время на европейской 
части Российской Федерации [14].

В то же время содержание ртути, свинца и 
кадмия в волосах здоровых детей данного воз-
раста находилось в пределах условной нормы, 
как и в других возрастных группах. Однако ста-
тистический анализ групповых различий пока-
зал достоверную разницу в степени этого дефи-
цита: у детей с задержкой психического и физи-
ческого развития (1-3 года) содержание цинка и 
меди было значимо ниже (р=0,000, U-критерий), 
чем у практически здоровых детей, жителей 
Симферополя. Имеются данные, которые свиде-
тельствуют о том, что между уровнем цинка и 
патогенезом аутизма существует обратная связь 
и его восполнение может быть использовано в 
терапии больных аутизмом [15].

Таблица 3
Содержание химических элементов (мкг/г) в волосах здоровых детей 1-6 лет

Биоэлемент M±SD Ме р25 р75 Условная норма
Эссенциальные элементы

Zn 88,39±39,93 95,6 52,35 110,29 120,0-200,0 
Cu 11,18±7,49 8,49 6,95 12,23 9,0-30,0

Токсичные элементы
Pb 3,65±2,5 3,2 1,65 5,08 0,0-5,0
Hg 0,0 0,0 0,0 0,0 0,0-2,0
Cd 0,65±0,54 0,49 0,25 1,16 0,0-3,5

Примечание: Me – медиана, р25, р75 – перцентили.

В то же время другие авторы наблюдали от-
сутствие различий или незначительные отличия 
в содержании этих элементов у детей и моло-
дых людей, страдающих различными нервными 
расстройствами, такими как повышенная возбу-
димость, потеря сознания, эпилептоформные 

конвульсии неизвестного происхождения [16]. 
Однако в этих исследованиях, проводимых на 
территории Польши, не отмечался столь вы-
раженный дефицит цинка, а содержание меди 
также было пониженным.

Что касается содержания свинца в волосах 
детей 0-5 лет здоровых и с нервными расстрой-
ствами, по данным этих же авторов установле-
но, что среднее значение содержания свинца 
было несколько ниже у здоровых детей (3,8±3,5 
мкг/г), чем у страдающих нервными расстрой-
ствами (4,4 ± 3,6 мкг/г) [16].

В то же время, выявленное в настоящем и 
ранее выполненных исследованиях превышение 
содержания ряда элементов в волосах детей с 
задержкой психического и физического разви-
тия, дает основание предполагать, что гиперэле-
ментоз может быть характерным признаком при 
нервных расстройствах различного рода. Так, у 

детей 12-13 лет с нарушениями психического 
развития также была установлена тенденция к 
гиперэлементозу кальция и никеля [17]. Однако 
приблизительно такое же увеличение содержа-
ния никеля в волосах здоровых детей 1-3 лет г. 
Новотроицка на фоне пониженного содержания 
цинка в 1,74 раза, олова - в 3 раза и железа - в 1,4 
раза наблюдали у клинически здоровых детей 
Оренбургской области [18].

К подобным неоднозначным заключениям 
можно прийти и в отношении некоторых дру-
гих элементов на основании анализа данных 
литературы. Так, обзор научных исследований 
за период с 2000 по 2012 гг. дал основание ут-
верждать, что среди таких элементов, как мы-
шьяк, кадмий и марганец только в отношении 
марганца существует явное доказательство су-
ществования связи с таким расстройством, как 
дефицит внимания и гиперактивность [6, 19], 
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в то время как увеличение уровня мышьяка и 
кадмия, в отношении которых предполагались 
такие же эффекты, сопровождается некоторым 
снижением IQ [6].

Выявленный избыток содержания эссен-
циального макроэлемента калия у всех детей 
группы представляется важным для обсужде-
ния, поскольку это основной внутриклеточный 
катион, играющий важную роль в формирова-
нии электрической активности мозга. В клини-
ке отклонения в содержании калия в основном 
оценивают по его концентрациям в сыворотке 
крови. Наиболее часто это связано с эндокрин-
ной патологией коры надпочечников и наруше-
нием в секреции альдостерона. В то же время 
известно, что повышенное содержание калия в 
волосах может означать его избыточное нако-
пление в организме [12]. При этом в литературе 
крайне мало обсуждаются часто выявляемые 
отклонения в содержании калия у детей. Так, 
при изучении особенностей элементного ста-
туса детей 1-6 лет из различных регионов Рос-
сии, был установлен избыток калия [20], а при 
оценке элементного статуса здоровых детей 8-9 
лет, проживающих в условиях городской среды 
(Оренбург) и сельской местности (Оренбургская 
область), было обнаружено, что избыток калия в 
волосах чаще встречается у сельских детей [21]. 
В другой работе [22] у детей 7-14 лет г. Магада-
на, авторы, наряду с дефицитом ряда элементов 
(Ca, Mg, Co, Se, Mn, I, Cr, Cu, Zn), обнаружили 
и дефицит калия. Можно полагать, что такие 
различия, прежде всего, могут быть связаны с 
биогеохимическими особенностями регионов, 
однако отсутствие данных по содержанию ка-
лия в волосах здоровых детей данного возраста 
в Крыму не позволяет сделать окончательного 
заключения. Повышенное содержание калия на-
блюдали у крымских детей-спортсменов других 
возрастных групп [23], однако гиперэлементоз 
в этом случае мог быть обусловлен интенсифи-
кацией обменных процессов и выведения калия 
в результате систематических физических на-
грузок.

Касательно хлора, превышение которого в 
волосах установлено в настоящем исследова-
нии, представляют интерес данные об его уг-
нетающем рост эффекте [12], в то время как 
относительно его влияния на нервную систему 
известно только токсическое действие в высо-
ких дозах [24]. Повышенное содержание хлора в 
волосах мальчиков, но не девочек, в Алтайском 
крае наблюдали Зорина Д.Ю. и соавторы [25]. В 
то же время вполне ожидаема некоторая спец-
ифика элементного статуса в отношении и это-
го элемента при разных нервных расстройствах, 
тем более, врожденного характера.

Еще более существенный суммарный эффект 
способен оказывать дисбаланс элементов [19; 
26], что обусловлено существующими отноше-
ниями между некоторыми из них, их синергиз-
мом или антагонизмом. Известно, например, 
что никель способствует всасыванию железа в 
пищеварительном тракте, будучи кофактором 
неидентифицированного биолиганда, связыва-
ющего железо, или, участвуя в ферментном ме-
ханизме, превращающем Fe2+ в легкоусвояемое 
Fe3+. При дефиците никеля повышается выделе-
ние из организма железа и кальция [27].

Качественный и количественный анализ со-
отношения элементов показал, что у 30,5% об-
следованных нами детей с задержкой психиче-
ского и физического развития обнаруживалась 
следующая комбинация отклонений от нормы: 
дефицит цинка и меди с одной стороны и из-
быток калия, хлора, марганца, хрома, никеля – с 
другой. Выполненный корреляционный анализ 
концентраций элементов в волосах обследо-
ванных нами детей подтвердил наличие между 
некоторыми из них существенной корреляцион-
ной связи (табл. 4). Единственным элементом, 
не обнаружившим подобных взаимосвязей, был 
марганец.

Таким образом, выполненное исследование 
по определению ряда токсичных и эссенциаль-
ных элементов у детей с задержкой психиче-
ского и физического развития дает основание 
говорить о некоторых особенностях элементно-
го статуса организма, однако рассматривать их 
как специфические характеристики элементного 
статуса у детей раннего возраста при данных на-
рушениях развития вряд ли есть достаточно ос-
нований. В то же время обнаруживаются некото-
рые характерные особенности в виде увеличен-
ного содержания токсичных свинца и мышьяка 
у детей с перинатальным поражением ЦНС, а 
также более выраженные отклонения от нор-
мы по сравнению с детьми с приобретенными 
формами задержки развития и, тем более, здо-
ровыми, детьми. Более того, не столько отклоне-
ния от нормы отдельных элементов, сколько их 
определенное соотношение – дисбаланс, может 
быть специфической характеристикой тех или 
иных расстройств, учитывать который может 
быть полезным при их коррекции.

ВЫВОДЫ
1. Определение содержания химических 

элементов в волосах у детей с задержкой психи-
ческого и физического развития 1-3 лет выявило 
общие и специфические особенности элемент-
ного статуса.

2. У детей с перинатальным поражением 
центральной нервной системы и приобретен-
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Таблица 4 
Коэффициенты корреляции Спирмена (rs) между содержанием элементов в волосах детей раннего 

возраста с задержкой психического и физического развития

Zn Ca Cr Ni Cu K Cl Pb Fe Br Sr As
Zn 1 .50 .66 .46 .68 .42 .39 .37 .35 .43
Ca .50 1 .54 .61 .44 .37 .43 .35 .35
Cr .66 .54 1 .52 .77 .65 .43 .39 .42
Ni .46 .61 .52 1 .48 .44 .52 .73
Cu .68 .44 .77 .48 1 .57 .33 .61
K .42 .37 1 .37 .44
Cl .44 1 .37 .41
Pb .52 .37 1 -.35
Fe .39 .43 .65 .73 .57 .41 1
Br .37 .35 .43 .33 .37 1
Sr .35 .35 .39 .44 1
As .43 .42 .61 -.35 1

Примечание: для всех установленных взаимосвязей p≤0,05.

ными в постнатальном периоде формами на-
рушений общей особенностью элементного 
статуса явился гиперэлементоз калия, никеля, 
хлора, хрома, марганца, отличительной особен-
ностью  – гиперэлементоз свинца, мышьяка и 
кальция, а также более выраженные отклонения 
от нормы других элементов. 

3.  Сравнительный анализ выявленных 
особенностей элементного статуса с данными 
литературы и ранее полученными данными об-
следования здоровых детей позволяет утверж-
дать, что дефицит цинка и меди не является 
специфической характеристикой элементного 
статуса детей с задержкой психического и фи-
зического развития, но имеет более выраженный 
характер.
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РЕЗЮМЕ
Обследовано 147 женщин в возрасте 31-47 лет с аутоиммунным тиреоидитом. В контрольную группу вошли 

63 условно здоровые женщины аналогичного возраста без заболеваний щитовидной железы. В сыворотке 
периферической крови с помощью иммуноферментного анализа определяли концентрации фактора некроза 
опухоли α (TNF-α), интерлейкинов (IL) -1β, -6, -8, -17А, лиганда рецептора активатора ядерного фактора 
каппа-β (RANKL) и остеопротегерина (OPG). Рассчитывали медиану, интерквартильный размах и коэффициент 
ранговой корреляции Спирмена. Для сравнения двух независимых выборок применяли тест Манна-Уитни.

Аутоиммунное поражение ЩЖ характеризовалось достоверным (р<0,001) повышением уровней IL-1β и IL-6 
на фоне тенденции к увеличению сывороточных концентраций IL-17А (р=0,067). В то же время значения TNF-α 
и IL-8 существенно не отличались от показателей контрольной группы (р=0,166 и р=0,102 соответственно). 
Также аутоиммунный тиреоидит у женщин сопровождался достоверным повышением концентраций RANKL 
(р=0,029), тогда как содержание OPG не изменялось (р=0,988). Кроме того, зарегистрировано закономерное 
снижение соотношения OPG/RANKL (р=0,017). Установлено наличие достоверных (р<0,05) положительных 
связей концентраций IL-6 с показателями TNF-α, IL-8, IL-17А и RANKL, а также между значениями RANKL 
и IL-8. Помимо этого концентрации RANKL характеризовались прямой корреляцией с содержанием 
противовоспалительного медиатора OPG. Обращает внимание выявленная отрицательная корреляция между 
индексом OPG/RANKL и значениями IL-6.

Таким образом, аутоиммунный тиреоидит у женщин характеризуется достоверным повышением 
сывороточных уровней IL-1β, IL-6, RANKL и снижением индекса OPG/RANKL, тогда как показатели продукции 
IL-8, TNF-α и OPG существенно не изменяются. Для концентраций IL-6 установлена положительная корреляция 
со значениями TNF-α, IL-8, IL-17 и отрицательная – с показателями соотношения OPG/RANKL. Значения RANKL 
имеют прямую связь с уровнями IL-6, IL-8 и OPG.

Ключевые слова: аутоиммунный тиреоидит; фактор некроза опухоли α; интерлейкины; 
RANKL; OPG.

CONCENTRATIONS OF SEVERAL CYTOKINES IN BLOOD 
SERUM IN WOMEN WITH AUTOIMMUNE THYROIDITIS

Ignatenko T. S.1, Maylyan E. A.1, Kapanadze G. D.2

1SEI HPE «M. Gorky Donetsk National Medical University» MH DPR, 283003, Ilyicha Ave., 16, Donetsk, Donetsk 
People’s Republic
2Institute of Urgent and Reconstructive Surgery named after Gusak V.K., 283045, Leninsky Ave., 47, Donetsk, 
Donetsk People’s Republic

SUMMARY
147 women aged 31-47 years with autoimmune thyroiditis were examined. The control group included 63 appar-

ently healthy women of the same age without thyroid disease. Using enzyme-linked immunosorbent assay, serum 
levels of tumor necrosis factor α (TNF-α), interleukins (IL) -1β, -6, -8, -17A, receptor activator of nuclear factor-kappa 
β ligand (RANKL) and osteoprotegerin (OPG) were determined. The median, interquartile range and Spearman’s rank 
correlation coefficient were calculated. The Mann-Whitney test was used to compare two independent samples.

Autoimmune damage of the thyroid gland was characterized by a significant (p<0,001) increase in the levels of 
IL-1β and IL-6 against the background of a trend towards an increase of serum IL-17A concentration (p=0,067). At the 
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same time, the values of TNF-α and IL-8 did not differ significantly from those of women in the control group (p=0,166 
and p=0,102, respectively). Also, autoimmune thyroiditis in women was accompanied by a significant increase of 
RANKL concentration (p=0.029), while the OPG content remained at control levels (p=0,988). A regular decrease 
in the OPG/RANKL ratio was also recorded (p=0,017). The presence of a significant (p<0,05) positive relationship 
of IL-6 concentrations with TNF-α, IL-8, IL-17A and RANKL values, as well as between RANKL and IL-8 values was 
established. In addition, the concentration of RANKL was characterized by a direct correlation with the content of the 
anti-inflammatory mediator OPG. Attention is drawn to the revealed negative correlation between the OPG/RANKL 
index and IL-6 values.

Autoimmune thyroiditis in women is characterized by a significant increase of serum levels of IL-1β, IL-6, RANKL 
and a decrease in the OPG/RANKL index, while the indices of IL-8, TNF-α and OPG production do not change signifi-
cantly. For IL-6 concentrations, a positive correlation was established with the values of TNF-α, IL-8, IL-17 and nega-
tive - with the OPG/RANKL ratio. RANKL values have a direct relationship with IL-6, IL-8 and OPG levels.

Key words: autoimmune thyroiditis; tumor necrosis factor α; interleukins; RANKL; OPG.

В основе хронического аутоиммунного ти-
реоидита (АИТ) лежат клеточно- и антитело- 
опосредованные реакции иммунной системы на 
тиреоидные антигены, которые сопровождаются 
лимфоидной и плазмоцитарной инфильтрацией 
ткани щитовидной железы (ЩЖ). Аутоиммун-
ный ответ приводит к прогрессирующей гибели 
клеток эндокринного органа и развитию гипоти-
реоза [1-3]. При этом клеточным реакциям в па-
тогенезе АИТ отводится ведущая роль [4]. Ини-
циация и поддержка аутоиммунного процесса в 
ткани ЩЖ обеспечивается Т-хелперами 1 типа 
(Th1), а нарушения в регуляции гуморального 
иммунного ответа связаны с функцией Th2 [5]. 

Важную роль в развитии заболевания играют 
изменения функции Th17 [6], а также регулятор-
ных Т-лимфоцитов (Treg) [7]. Именно нарушения 
количественного и функционального соотноше-
ния Th17/Treg являются ключевыми в патогенезе 
широкого спектра аутоиммунных заболеваний, 
в том числе и АИТ [8]. Th17 – это подгруппа 
CD4+T-лимфоцитов, которые продуцируют такие 
интерлейкины (IL) как IL-17A, IL-17F, IL-21, IL-
22. Установлено, что снижение количества Th17 и 
уровня IL-17 у нокаутных по транскрипционному 
фактору ретиноид-связанного гамма-рецептора 
(RORγt) животных сопровождается существен-
ным уменьшением частоты аутоиммунных за-
болеваний [9]. Роль клеток Тh17 в патогенезе 
АИТ была подтверждена в ряде работ. Так, было 
установлено, что при АИТ увеличивается число 
циркулирующих Тh17 [4]. Wang et al. [8] также 
обнаружили повышение количества Th17 у па-
циентов с АИТ. Наряду с этим было выявлено и 
нарастание экспрессии мРНК IL-17 и ROR-γt на 
фоне снижения количества Tregs-клеток. 

Дифференцировку Th17 обеспечивает ряд гу-
моральных факторов, в первую очередь IL-1β, 
IL-6 и IL-23. Как системно, так и местно проду-
цируемый вышеуказанными клетками цитокин 
IL-17 стимулирует клетки эпителия, фибробла-
сты и макрофаги к образованию и секреции ме-
диаторов воспаления, в частности, хемокинов, 

фактора некроза опухоли (TNF-α), IL-1β, IL-6, 
IL-8, гранулоцитарно-макрофагального колони-
естимулирующего фактора (GM-CSF), хемотак-
сического белка моноцитов -1 (MCP1) [7]. 

Следует отметить, что IL-1β вовлечен в про-
воспалительный каскад в ткани ЩЖ и участвует 
в развитии и прогрессировании АИТ. Повышен-
ная экспрессия нескольких компонентов воспа-
ления (NLRP1, NLRP3, NLRC4, AIM2, ASC и 
каспаза-1) и связанных с ними цитокинов (IL-18 
и IL-1β) провоцируют гибель клеток ЩЖ через 
пироптоз [10].

Известно, что патология ЩЖ может иниции-
ровать изменения в метаболизме костной ткани 
и развитие остеопороза [11]. При этом ассоци-
ация между заболеваниями ШЖ и патологией 
костной системы в определенной степени может 
быть опосредована нарушениями в цитокиновой 
системе RANK/RANKL/OPG. 

Цель работы – определить особенности си-
стемной продукции TNF-α, IL-1β, IL-6, IL-8, IL-
17А, лиганда рецептора активатора ядерного фак-
тора каппа-β (RANKL) и остеопротегерина (OPG) 
у женщин с АИТ.

МАТЕРИАЛ И МЕТОДЫ
Исследование проводили в ГОО ВПО «До-

нецкий Национальный медицинский универ-
ситет им.М.Горького». Всего обследовали 147 
женщин в возрасте 31-47 лет с подтвержден-
ным АИТ. Критериями исключения служили 
постменопауза; наличие иной, помимо АИТ, 
аутоиммунной, эндокринной патологии или 
метаболических расстройств; онкологические, 
гематологические и психические заболевания; 
хронические заболевания печени или почек; 
хронические воспалительные заболевания; 
прием иммуносупрессивных препаратов. В кон-
трольную группу вошли 63 условно здоровые 
женщины аналогичного возраста без заболева-
ний щитовидной железы.

В сыворотке периферической крови, ото-
бранной утром натощак, с помощью иммуно-
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ферментного анализа определяли концентрации 
TNF-α, IL-1β, IL-6, IL-8, IL-17А, RANKL, OPG. 
Для этого использовали тест системы производ-
ства «Вектор-Бест» (РФ), «eBiosciences» (США), 
«Biomedica Medizinprodukte» (Австрия).

На начальном этапе статистической обработ-
ки полученных данных установили, что харак-
тер распределения большинства исследуемых 
показателей отличается от нормального. В свя-
зи с этим описательную статистику проводили 
с использованием непараметрических методов. 
Расчет медианы (Ме), интерквартильного разма-
ха (Q1;Q3) и коэффициента ранговой корреля-
ции Спирмена (rs) осуществляли с применением 
пакета стандартных статистических программ 
«MedStat». Для сравнения двух независимых 

выборок применяли тест Манна-Уитни. Стати-
стически значимыми отличия принимали при 
р<0,05.

РЕЗУЛЬТАТЫ
Результаты обследования женщин с АИТ на со-

держание в сыворотке крови цитокинов представ-
лены в таблице 1. Аутоиммунное поражение ЩЖ 
характеризовалось достоверным (р<0,001) увели-
ченными уровнями IL-1β и IL-6 на фоне близкой к 
статистической значимости тенденции к повыше-
нию сывороточных концентраций IL-17А (р=0,067). 
В то же время значения таких провоспалительных 
цитокинов, как TNF-α и IL-8, существенно не отли-
чались от показателей женщин контрольной груп-
пы (р=0,166 и р=0,102 соответственно). 

Таблица 1
Показатели медианы и интерквартильного размаха (Q1; Q3) сывороточных уровней цитокинов у 

женщин с АИТ

Показатели Здоровые женщины (n=63) Женщины с АИТ (n=147) Р
TNF-α, пг/мл 0,0 (0,0; 1,1) 0,6 (0,0; 0,8) 0,166
IL-1β, пг/мл 1,8 (1,2; 2,5) 3,5 (2,2; 4,9) <0,001
IL-6, пг/мл 0,5 (0,1; 0,9) 2,5 (0,0; 6,0) <0,001
IL-8, пг/мл 5,4 (3,6; 9,2) 6,6 (3,8; 10,0) 0,102

IL-17А, пг/мл 1,5 (0,8; 2,7) 2,7 (0,6; 3,2) 0,067
RANKL, пг/мл 2,8 (2,2; 3,9) 3,4 (2,4; 4,9) 0,029

OPG, пг/мл 78,5 (66,1; 87,2) 76,7 (49,4; 107,6) 0,988
OPG/RANKL 25,1 (17,7; 38,5) 21,8 (12,4; 34,0) 0,017

Ряд изменений было установлено и в цито-
киновой системе RANK/RANKL/OPG. Аутоим-
мунное заболевание ЩЖ у женщин сопрово-
ждалось достоверно (р=0,029) повышением кон-
центраций RANKL, тогда как содержание OPG 
оставалось на контрольных уровнях (р=0,988). 
Вследствие вышеуказанных особенностей си-
стемной секреции OPG и RANKL у женщин 
с АИТ было зарегистрировано закономерное 
снижение показателей соотношения вышеука-
занных цитокинов (р=0,017).

Результаты корреляционного анализа между 
сывороточными уровнями изученных цитоки-
нов в группе женщин с АИТ представлены в 
таблице 2. Было установлено наличие положи-
тельной связи концентраций IL-6 с показате-
лями TNF-α (rs=0,229; р<0,05), IL-8 (rs=0,249; 
р<0,05), IL-17А (rs=0,248; р<0,05) и RANKL 
(rs=0,390; р<0,05). Также достоверная положи-
тельная связь была обнаружена между значени-
ями RANKL и IL-8 (rs=0,365; р<0,05). Помимо 
этого концентрации провоспалительного цито-
кина RANKL характеризовались прямой корре-
ляцией с содержанием противовоспалительно-

го медиатора OPG (rs=0,248; р<0,05). Обращает 
внимание выявленная отрицательная корреля-
ция между индексом OPG/RANKL и значениями 
IL-6 (rs=-0,176; р<0,05).

ОБСУЖДЕНИЕ
Таким образом, установлено, что у женщин с 

АИТ по сравнению с группой условно здоровых 
лиц, аналогичных по полу и возрасту, повыше-
ны сывороточные уровни провоспалительных 
цитокинов IL-1β, IL-6, RANKL и снижены зна-
чения индекса OPG/RANKL (р<0,05). При этом 
концентрации цитокинов IL-8, TNF-α и OPG су-
щественно не отличаются от контрольных дан-
ных (р>0,05). Кроме того, между уровнями ци-
токинов выявлен ряд корреляций. В частности, 
обнаружена положительная связь концентраций 
IL-6 со значениями TNF-α, IL-8 и IL-17А, а так-
же отрицательная – с показателями соотноше-
ния OPG/RANKL. 

Установленное нами повышение секреции 
IL-1β согласуется с результатами отдельных 
исследований, в которых зарегистрирована из-
быточная продукция вышеуказанного провос-
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Таблица 2
Показатели коэффициентов ранговой корреляции Спирмена между значениями отдельных цитоки-

нов у женщин с АИТ (n=147)

Показатель TNF-α IL-8 IL-17А RANKL OPG OPG/
RANKL

IL-6 0,229 0,249 0,248 0,390 - -0,176
IL-8 - - - 0,365 - -

RANKL - - - - 0,248 -0,480
OPG - - - - - 0,672

Примечание: в таблице представлены только статистически значимые (р<0,05) значения коэффи-
циентов корреляции.

палительного цитокина при АИТ. В частности, 
Здор В.В. [12] при обследовании 102 пациентов 
с АИТ и различной степенью тяжести гипоти-
реоза обнаружил более чем двукратное нарас-
тании продукции IL-1β. 

Повышение содержания IL-6, установленное 
нами, находит отражение в работах Здор В.В. 
[12], Tayde P.S. et al. [13] и ряде более ранних 
исследований. В то же время, отдельные ис-
следователи, напротив, указывают на снижение 
концентраций этого цитокина при АИТ с гипо-
тиреозом в сравнении со здоровыми лицами, 
или больными АИТ на фоне эутиреоза [14]. На-
конец, в единичных работах приводятся данные 
об отсутствии изменений уровня IL-6 у пациен-
тов с аутоиммунным поражением ЩЖ [15].

Сведения о продукции IL-17 при АИТ доста-
точно противоречивы. Так, одни авторы делают 
вывод о повышении его при заболевании ЩЖ 
[12]. В других же работах указывается на отсут-
ствие разницы в содержании IL-17 при сравне-
нии со здоровыми лицами [16; 17]. 

Нами не было обнаружено достоверного из-
менения уровней провоспалительных IL-8 при 
АИТ. Это не согласуется с данными Здор В.В. 
[12] и Kobawala et al. [18], указывающими на 
достоверное повышение, или тенденцию к по-
вышению значений вышеуказанного цитокина. 
Стоит подчеркнуть и противоречивость данных 
о содержании TNF-α при аутоиммунном пора-
жении ЩЖ. В частности, на отсутствие измене-
ний уровня данного фактора указывают Botelho 
I.M.B. et al. [16]. С другой стороны, Здор В.В. 
[12], так же как и Tayde P.S. et al. [13], в своих 
исследованиях зарегистрировали достоверное 
повышение содержания данного цитокина у па-
циентов с АИТ.

Выявленные нами изменения уровней 
RANKL и соотношения OPG/RANKL согла-
суются с выводами немногочисленных работ, 
указывающими на то, что АИТ сопровождается 
нарушениями в системе RANK/RANKL/OPG, 

особенно на фоне гипотиреоза. Причем, измене-
ния в вышеуказанной цитокиновой системе при 
развившемся гипотиреозе могут способствовать 
потере костной массы и развитию остеопороза 
[14; 19]. Это подтверждается и исследованиях, 
доказавшими, что наличие антител к тироидной 
пероксидазе может быть маркером повышенно-
го риска остеопоротических переломов [20; 21].

ВЫВОДЫ
Аутоиммунный тиреоидит у женщин харак-

теризуется достоверным повышением сыворо-
точных уровней IL-1β, IL-6, RANKL и сниже-
нием индекса OPG/RANKL (р<0,05), тогда как 
показатели продукции IL-8, TNF-α и OPG суще-
ственно не изменяются (р>0,05). Для концентра-
ций IL-6 установлена положительная корреля-
ция со значениями TNF-α, IL-8, IL-17 (р<0,05) 
и отрицательная – с показателями соотношения 
OPG/RANKL (р<0,05). Значения RANKL име-
ют прямую связь с уровнями IL-6, IL-8 и OPG 
(р<0,05). Полученные результаты целесообраз-
но использовать для оценки у женщин, страда-
ющих АИТ, степени воспалительного процесса, 
в том числе в динамике лечебно-профилактиче-
ских мероприятий.
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РЕЗЮМЕ
Влияние полового диморфизма на развитие жевательной мускулатуры у детей может стать 

предпосылкой к различию в сроках и методах обследования функционального состояния жевательных 
мышц, к различным вариантам выбора техники и профилактики зубочелюстных аномалий. Материалы и 
методы. В ходе работы было обследовано 37 детей в возрасте от 6 до 12 лет с физиологической окклюзией. 
Оценка биоэлектрической активности височных и подъязычной группы мышц была проведена при помощи 
поверхностной электромиографии, проба «Жевание общее», оценка тонуса собственно жевательных мышц 
проводилась при помощи прибора «Миотон-3С». Результаты. При сопоставлении тонуса жевательных мышц у 
мальчиков и девочек, не удалось установить статистически значимых различий. При оценке всех показателей 
биоэлектрической проводимости височных и подъязычных мышц мальчиков и девочек, не удалось установить 
статистически значимых различий. Выводы. Не выявлено статистически значимых различий между половым 
диморфизмом и функциональными особенностями жевательной мускулатуры у детей с физиологической 
окклюзией на данном объеме выборки. Это может свидетельствовать о возможности использования 
одинаковых вариантов выбора техники и профилактики зубочелюстных аномалий у мальчиков и девочек 
данной возрастной группы.

Ключевые слова: поверхностная электромиография, миотонометрия, физиологическая 
окклюзия

FUNCTIONAL FEATURES OF CHEWING MUSCLE IN 
CHILDREN WITH PHYSIOLOGICAL OCCLUSION

Kosolapova I. V., Dorokhov E. V., Kovalenko M. E. 
Voronezh State Medical University, Voronezh, Russia

SUMMARY
The influence of sexual dimorphism on the functional features of chewing muscles in children may become a 

prerequisite for differences in the timing and methods of examining the functional state of chewing muscles, to various 
options for choosing techniques and preventing dentate abnormalities. Materials and methods. During the work study, 
38 children aged 6 to 12 years with a physiological occlusion were examined. Evaluation of the bioelectric activity of 
temporal and sublingual muscles was carried out using superficial electromyography, the Chewing General sample, 
and the evaluation of the tone of the chewing muscles proper was carried out using the Mioton-3C device. Results. 
When comparing the tone of the chewing muscles and gender, it was not possible to establish statistically significant 
differences. When assessing all indicators of bioelectric conductivity of temporal and sublingual muscles of boys and 
girls, it was not possible to establish statistically significant differences. Conclusions. No relationship was identified 
between sexual dimorphism and functional features of chewing muscle in children with physiological occlusion at a 
given sample size. This may indicate the possibility of using the same choice of technique and prevention of tooth 
anomalies in boys and girls of this age group.

Key words: surface electromyography, myotonometry, physiological occlusion

Правильное развитие жевательного аппарата 
в детском возрасте является основой физиоло-
гической окклюзии, отсутствия в дальнейшем 
заболеваний височно-нижнечелюстного суста-

ва, челюстно-лицевых деформаций, мышечных 
дисфункций и других нарушений (1). Наблюде-
ние за изменением функциональных характери-
стик жевательного аппарата в период сменного 
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прикуса позволяет предупредить развитие этих 
нарушений. Для оценки функциональных харак-
теристик жевательного аппарата часто исследу-
ются биоэлектрическая активность и тонус же-
вательной мускулатуры.

По данным ряда авторов, функциональные 
характеристики жевательной мускулатуры у де-
тей мышц тесно связаны с полом (2; 3). Другие 
исследования утверждают обратное и доказыва-
ют отсутствие половых различий в характери-
стиках жевательной мускулатуры (4; 5; 6). 

Актуальность изучения половых различий в 
функциональных характеристиках жевательной 
мускулатуры у детей не вызывает сомнений, 
ведь наличие данной связи может стать пред-
посылкой к различию в сроках и методах об-
следования функционального состояния мышц, 
к разным вариантам выбора техники и профи-
лактики зубочелюстных аномалий у мальчиков 
и девочек. 

Цель данной работы – оценить наличие ста-
тистически значимых различий между половым 
диморфизмом и показателями биоэлектрической 
активности, тонусом жевательной мускулатуры 
у детей с физиологической окклюзией.

МАТЕРИАЛ И МЕТОДЫ
В исследовании приняли участие 37 детей 

(54% мальчиков, 46% девочек) в возрасте от 
6 до 12 лет с физиологической окклюзией, не 
получавшие ранее ортодонтическое лечение. 
Критериями исключения были следующие: 1 – 
патологическая окклюзия, 2 – ортодонтическое 
лечение в анамнезе. У родителей всех пациентов 
было получено информированное согласие на 
участие их детей в исследовании согласно Хель-
синкской декларации Всемирной медицинской 
ассоциации (WMA Declaration of Helsinki —
Ethical Principles for Medical Research Involving 
Human Subjects, 2013) и обработку персональ-
ных данных. Программа исследований была 
одобрена этическим комитетом ВГМУ им. Н. 
Н. Бурденко (протокол №2 от 30 октября 2018 г, 
заседание состоялось по адресу г. Воронеж, ул. 
Студенческая 10). 

На подготовительном этапе пациенты и их 
родители были ознакомлены с целью и деталь-
ным описанием процедуры исследования. Оцен-
ка биоэлектрической активности височных и 
подъязычной группы мышц была выполнена 
при помощи поверхностной электромиографии 
на аппарате «Электромиограф стоматологиче-
ский» (г. Таганрог, Россия). Испытуемый нахо-
дился в стоматологическом кресле в спокойном 
состоянии, на предварительно обезжиренные 
участки кожи, соответствующие проекциям 
наибольшего напряжения височных и подъ-

язычных мышц, накладывались одноразовые 
электроды, заземляющие датчики располага-
лись на лбу и запястье испытуемого (7). Далее 
пациенту предлагалось на протяжении 30 се-
кунд пережевывать 2 ядра фундука, массой 0,8 
г с одновременной записью биоэлектрической 
активности мышц (проба «Жевание общее») (7). 
Результаты исследования выводились на экран 
компьютера и автоматически обрабатывались 
для получения числовых параметров биоэлек-
трической активности правой височной мышцы 
(m. temporalis D), левой височной мышцы (m. 
temporalis S), правой подъязычной мышцы (m. 
mylohyoideus D) и левой подъязычной мышцы 
(m. mylohyoideus S).

Оценка тонуса собственно жевательных 
мышц проводилась при помощи прибора 
«Миотон-3С» в состоянии физиологического 
покоя нижней челюсти (8). Учитывался тонус 
правой собственно жевательной мышцы (m. 
masseter D) и левой собственно жевательной 
мышцы (m. masseter S)(9).

Статистическая обработка проводилась 
с применением Microsoft Exel, версия 7.0 
и статистических программ SPSS Statistics 
21 и STATISTICA 7. Используемые методы: 
t-критерий Стьюдента в модификации Уэлча, 
критерий χ2 Пирсона, U-критерий Манна - Уит-
ни.

РЕЗУЛЬТАТЫ И ОБСУЖДЕНИЕ
Был проведен анализ тонуса жевательных 

мышц мальчиков и девочек (табл. 1).
При сопоставлении тонуса правой и левой 

жевательных мышц у мальчиков и девочек, не 
удалось установить статистически значимых 
различий (p = 0,563, p = 0,909 соответственно), 
хотя тонус правой жевательной мышцы у дево-
чек имеет тенденцию к снижению по сравнению 
с мальчиками.

Таким образом, статистически значимых 
различий между полом и тонусом собственно 
жевательных мышц у детей с физиологической 
окклюзией выявлено не было.

Далее нами был проведен анализ показателей 
биоэлектрической активности височных и подъ-
язычных мышц мальчиков и девочек (табл. 2).

При оценке всех показателей биоэлектриче-
ской проводимости височных и подъязычных 
мышц в зависимости от пола, нам не удалось 
установить статистически значимых различий 
в группах мальчиков и девочек по показателям: 
максимальная и средняя амплитуда биоэлектри-
ческой активности височных и подъязычных 
мышц, время жевания, время покоя, частота же-
ваний и отношения времени жевания к времени 
покоя височных и подъязычных мышц.
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Таблица 1 
Анализ тонуса жевательных мышц мальчиков и девочек

Показатель Единицы измерения
Пол

p
Мальчики (n=20) Девочки (n=17)

Тонус m. masseter (D)
M ± SD (95% ДИ) миотон 130,7 ± 21,6

(109,2 – 152,3)
124,6 ± 16,8

(107,8 – 141,3) 0,563

Тонус m. masseter (S), 
M ± SD (95% ДИ) миотон 144,7 ± 21,3

(123,5 – 166)
145,9 ± 15

(130,9 – 160,8) 0,909

Таблица 2 
Анализ показателей биоэлектрической активности височных и подъязычных мышц мальчиков и 

девочек

Показатель Единицы 
измерения

Пол
P

Мальчики (n=20) Девочки (n=17)
M. temporalis (D), максимальная ампли-
туда, мкВ

1632,3 ± 433,9 1789,1 ± 537,6
0,559

M ± SD (95% ДИ) (1198,9 – 2065,7) (1252,1 – 2326,1)
M. temporalis (D), средняя амплитуда,

мкВ
265,7 ± 63,7 271,4 ± 65,4

0,871
M ± SD (95% ДИ) (202,1 – 329,3) (206,1 – 336,7)
M. temporalis (D), площадь,

мкВ*мс
1137,56 ± 334,7 1142,35 ± 311,19

0,978
M ± SD (95% ДИ) (803,21 – 1471,91) (831,48 – 1453,21)
M. temporalis (D), время жевания,

с
17,01 ± 1,58 16,93 ± 2,28

0,939
M ± SD (95% ДИ) (15,43 – 18,59) (14,65 – 19,21)
M. temporalis (D), время покоя,

с
13 ± 2 13 ± 2

0,926
M ± SD (95% ДИ) (11 – 14) (11 – 15)
M. temporalis (D), время жевания/покоя,

–
1,39 ± 0,29 1,4 ± 0,4

0,964
M ± SD (95% ДИ) (1,1 – 1,68) (1 – 1,8)
M. temporalis (D), частота жеваний,

–
1,4 1,5

0,746
Me [Q1-Q3] [1,4 - 1,65] [1,5 - 1,65]
M.  mylohyoideus (D), максимальная амп-
литуда, мкВ

1016,9 ± 222,1 962,7 ± 299
0,707

M ± SD (95% ДИ) (795 – 1238,7) (664 – 1261,4)
M.  mylohyoideus (D), средняя амплитуда,

мкВ
248,3 ± 42,8 215,9 ± 32,2

0,135
M ± SD (95% ДИ) (205,6 – 291) (183,7 – 248)
M. mylohyoideus (D), площадь,

мкВ*мс
732,7 ± 353,36 705,55 ± 342,71

0,886
M ± SD (95% ДИ) (379,72 – 1085,69) (363,21 – 1047,9)
M. mylohyoideus (D), время жевания,

с
10,15 ± 4,39 10,71 ± 3,7

0,804
M ± SD (95% ДИ) (5,77 – 14,54) (7,01 – 14,4)
M. mylohyoideus (D), время покоя,

с
19,21 ± 4,3 18,95 ± 3,7

0,904
M ± SD (95% ДИ) (14,91 – 23,51) (15,25 – 22,64)
M. mylohyoideus (D), время жевания/по-
коя, –

0,6 ± 0,41 0,62 ± 0,33
0,944

M ± SD (95% ДИ) (0,2 – 1,01) (0,28 – 0,95)
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M. mylohyoideus (D), частота жеваний,
–

1,4 1,5
0,332

Me [Q1-Q3] [1 - 1,5] [1,1 - 1,65]
M. temporalis (S), максимальная ампли-
туда, мкВ

1024,7 ± 231,8 927,9 ± 326,7
0,534

M ± SD (95% ДИ) (793,2 – 1256,3) (601,5 – 1254,2)
M. temporalis (S), средняя амплитуда,

мкВ
238,4 ± 43,3 202,1 ± 33,4

0,105
M ± SD (95% ДИ) (195,1 – 281,7) (168,8 – 235,5)
M. temporalis (S), площадь,

мкВ*мс
773,24 ± 286,76 631,21 ± 174,79

0,285
M ± SD (95% ДИ) (486,78 – 1059,7) (456,6 – 805,82)
M. temporalis (S), время жевания,

с
11,08 ± 3,36 10,84 ± 2,19

0,875
M ± SD (95% ДИ) (7,73 – 14,44) (8,66 – 13,03)
M. temporalis (S), время покоя,

с
18 ± 3,18 18,76 ± 2,1

0,607
M ± SD (95% ДИ) (14,82 – 21,18) (16,67 – 20,86)
M. temporalis (S) Время жевания/покоя,

–
0,6 ± 0,42 0,61 ± 0,23

0,744
M ± SD (95% ДИ) (0,2 – 1,04) (0,27 – 0,95)
M. temporalis (S), частота жеваний,

–
1,27 ± 0,29 1,4 ± 0,28

0,42
M ± SD (95% ДИ) (0,98 – 1,56) (1,12 – 1,68)
M. mylohyoideus (S), максимальная амп-
литуда, мкВ

1557 1542
1

Me [Q1-Q3] [1348,5 - 2243,5] [1452,5 - 2600,5]
M. mylohyoideus (S), средняя амплитуда,

мкВ
274,3 ± 79 307,1 ± 77,3

0,447
M ± SD (95% ДИ) (195,3 – 353,2) (230 – 384,3)
M. mylohyoideus (S), площадь,

мкВ*мс
1292,56 ± 495,79 1341,46 ± 315,84

0,829
M ± SD (95% ДИ) (797,29 – 1787,82) (1025,96 – 

1656,96)
M. mylohyoideus (S), время жевания,

с
17,23 ± 1,51 16,55 ± 1,9

0,475
M ± SD (95% ДИ) (15,72 – 18,74) (14,65 – 18,45)
M. mylohyoideus (S), время покоя,

с
12,33 ± 1,59 13,03 ± 1,76

0,45
M ± SD (95% ДИ) (10,74 – 13,91) (11,27 – 14,79)
M. mylohyoideus (S), время жевания/покоя,

–
1,43 ± 0,27 1,31 ± 0,34

0,494
M ± SD (95% ДИ) (1,16 – 1,7) (0,97 – 1,65)
M. mylohyoideus (S), частота жеваний,

–
1,5 1,5

0,948
Me [Q1-Q3] [1,4 - 1,6] [1,45 - 1,6]

Продолжение таблицы 2

ОБСУЖДЕНИЕ

Проведенное исследование не выявило раз-
личий в тонических характеристиках собствен-
но жевательных мышц и биоэлектрической 
активности височных и подъязычных мышц у 
мальчиков и девочек. 

Полученные нами данные согласуются с ис-
следованием, авторы которого не обнаружили 
значимого влияния пола и психоэмоциональ-
ного статуса на биоэлектрическую активность 
жевательных мышц у взрослых пациентов с раз-
личным количеством кариозных зубов (4). 

Woźniak с соавторами рассмотрели влияние 
функциональных адаптаций на мышечную ак-
тивность у 51 ребенка со средним возрастом 
10,7 года. Результаты исследования показали, 
что электрическая активность мышц в каждой 
из клинических ситуаций была одинаковой в 
группе девочек и мальчиков, что также согласу-
ется в нашими результатами(6).

Zhang с соавторами при изучении детей с 
дисфагией методом поверхностной электро-
миографии так же не обнаружили зависимости 
показателей биоэлектрической активности же-
вательных мышц от пола (5).
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Однако, наши результаты противоречат 
данным некоторых других исследований. Так, 
Lenguas с соавторами обнаружили, у детей в 
возрасте от 6 до 10 лет с односторонним пере-
крестным прикусом и латеральным смещением 
зубов в ранней смене прикуса в состоянии покоя 
не было обнаружено различий между полами по 
любым мышечным областям, асимметрии и ин-
дексам активности. Но во время максимального 
произвольного сжатия зубов мальчики показали 
более высокую активность, чем девочки, в об-
ластях мышц как со стороны перекрестного при-
куса, так и с противоположной стороны. Авто-
ры рекомендуют учитывать половой диморфизм 
при диагностике и лечении одностороннего пе-
рекрестного прикуса и латерального смещения 
зубов в ранней смене прикуса(10).

ЗАКЛЮЧЕНИЕ
Проведенное исследование не выявило раз-

личий в тонических характеристиках собствен-
но жевательных мышц у мальчиков и девочек. 
Кроме того, не обнаружено различий в биоэлек-
трической активности височных и подъязычных 
мышц у мальчиков и девочек. Таким образом, 
не выявлено статистически значимых различий 
между половым диморфизмом и функциональ-
ными особенностями жевательной мускулатуры 
у детей с физиологической окклюзией. Это мо-
жет свидетельствовать о возможности использо-
вания одинаковых вариантов выбора техники и 
профилактики зубочелюстных аномалий у маль-
чиков и девочек данной возрастной группы. Од-
нако, мы не может исключить возможности об-
наружения данной зависимости при увеличении 
объема выборки исследуемых, потому данный 
вопрос требует дальнейшего изучения.
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РЕЗЮМЕ
Изменения состояния системы антиоксидантной защиты и интенсификация свободнорадикальных 

процессов – ведущий патобиохимический механизм развития реперфузионных повреждений клеток. Цель 
работы – определить особенности изменений маркеров окислительного стресса в разные сроки развития 
острого реперфузионного периода после общей васкулярной эксклюзии печени крыс. Исследование выполнено 
на 100 белых нелинейных половозрелых самцах крыс массой 200-250 грамм. Животным опытных групп 
выполняли моделирование 20-ти минутной сосудистой изоляции печени. Кровь в объеме 2-3 мл забирали из 
нижней полой вены через 5, 15, 30, 60, 120, 180 минут, 8 часов и сутки после восстановления кровотока.

Результаты исследования показали, что на ранних сроках реперфузионного периода (5-60 минут) наблюдаются 
изменения обусловленными цитолизом гепатоцитов в период ишемии органа и вымыванием клеточного 
содержимого в кровь. Уровень радикальной сорбции ABTS плазмой крови кратковременно увеличивался на 20% 
к 5-й минуте периода реперфузии, в это же период отмечалось увеличение активности глутатионпероксидазы 
в 2,5 раза. Общая антиоксидантная активность, определенная железо-восстанавливающим методом, 
была увеличенной в 2 раза в период 15-30-ти минут периода после восстановления кровотока. Основные 
проявления реперфузионных повреждений печени развились спустя 60 минут после восстановления 
кровотока и характеризовались резким снижением общей АОА в 1,5-2 раза и концентрации восстановленного 
глутатиона на 20%. Система антиоксидантной защиты плазмы крови первой реагировала на распространение 
патологического процесса на системном уровне и ее изменения сохранялись спустя сутки после ишемии 
печени. 20-ти минутная васкулярная эксклюзия печени сопровождалась и изменениями антиоксидантного 
баланса в эритроцитарной взвеси, но данные изменения нормализовались спустя сутки после восстановления 
кровотока. Полученные данные позволяют разграничить вклад ишемических и реперфузионных повреждений 
в развитие окислительных нарушений, что важно с позиции оценки возможностей антиоксидантной терапии. 

Ключевые слова: ишемия печени, реперфузия, антиоксидантная система, окислительный 
стресс.

DYNAMICS OF CHANGES IN OXIDATIVE HOMEOSTASIS PARAMETERS 
DURING RAT LIVER REPERFUSION AFTER VASCULAR EXCLUSION

Popov K. A., Denisova Ya. E., Stolyarova A. N., Azimov E. A., Esaulenko Е. Е., Bykov M. I., 
Balachevskaya O. V., Basov А. А.

1Kuban state medical university, Krasnodar, Russia 

SUMMARY
Changes in the state of the antioxidant protection system and the intensification of free radical processes are the 

leading pathobiochemical mechanism for the development of reperfusion damage to cells. The aim of this paper is 
to determine the features of changes in markers of oxidative stress at different periods of development of the acute 
reperfusion after total vascular exclusion of rat liver. The study was carried out on 100 white nonlinear sexually mature 
male rats weighing of 200-250 grams. The animals of the experimental groups were simulated with a 20-minute vas-
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cular isolation of the liver. Blood in a volume of 2-3 ml was taken from the inferior vena cava for 5, 15, 30, 60, 120, 180 
minutes, 8 hours and a day after the restoration of blood flow. The results of the study showed that in the early stages 
of the reperfusion period (5-60 minutes), changes are observed due to cytolysis of hepatocytes during the period of 
organ ischemia and leaching of cell contents into the blood. The level of radical sorption of ABTS by blood plasma 
briefly increased by 20% by the 5th minute of the reperfusion period; at the same period, an increase in glutathione 
peroxidase activity by 2.5 times was noted. The total antioxidant activity, determined by the iron-reducing method, was 
increased by 2 times within the period of 15-30 minutes after the restoration of blood flow. The main manifestations 
of reperfusion damage to the liver developed in 60 minutes after the restoration of blood flow and were characterized 
by a sharp decrease in total AOA by 1.5-2 times and the concentration of reduced glutathione by 20%. The system of 
antioxidant protection of blood plasma was the first to react to the spread of the pathological process at the systemic 
level and its changes persisted one day after liver ischemia. A 20-minute vascular exclusion of the liver was accompa-
nied by changes in the antioxidant balance in the erythrocyte suspension, but these changes returned to normal a day 
after the restoration of blood flow.

The data obtained make it possible to distinguish between the contribution of ischemic and reperfusion injuries to 
the development of oxidative disorders, which is important from the standpoint of assessing the possibilities of anti-
oxidant therapy.

Key words: liver ischemia, reperfusion, antioxidant system, oxidative stress.

Изменения состояния системы антиокси-
дантной защиты и интенсификация свободно-
радикальных процессов – ведущий патобиохи-
мический механизм развития реперфузионных 
повреждений клеток. Если ткань успешно пере-
живает ишемический период, она встречается со 
второй волной повреждающих факторов, разви-
вающихся на фоне относительной гипероксии в 
период реоксигенации [1; 2]. Развитие окисли-
тельного стресса начинается еще в период сосу-
дистой изоляции, так как в ткани всегда остается 
небольшое количество кислорода, однако основ-
ные проявления этого типового патологического 
процесса следуют за восстановление кровотока, 
именно этот период считается наиболее опас-
ным [3; 4]. За изменениями на местном уровне 
следует распространение метаболических нару-
шений, в том числе окислительных нарушений 
и эндогенной интоксикации, на местном уровне. 
На данном этапе поражение одного органа, на-
пример, печени, может перейти в форму поли-
органной недостаточности [5; 6]. Печень играет 
исключительную роль во всех видах обмена ве-
ществ, в том числе в интеграции разных путей 
метаболизма в целостном организме. Ишемиче-
ски-реперфузионные поражения печени встре-
чаются при сердечно-сосудистых заболеваниях, 
шоке, превентивном выключении кровотока при 
хирургических вмешательствах, трансплантаци-
ях органа [7; 8]. Нами ранее была показана по-
тенциальная возможность раздельной оценки 
вклада ишемического и реперфузионного со-
ставляющего патологического процесса в по-
ражение печени путем определения динамики 
изменений маркеров цитолитического синдрома 
[9]. Опираясь на эти результаты в данной статье 
аналогичным образом было проведено иссле-
дование изменений маркеров окислительного 
стресса в процессе реваскуляризации.

Цель работы – определить особенности из-
менений маркеров окислительного стресса в 

разные сроки развития острого реперфузионно-
го периода после общей васкулярной эксклюзии 
печени крыс.

МАТЕРИАЛ И МЕТОДЫ
Исследование выполнено с участием 100 

белых нелинейных половозрелых самцов крыс 
массой 200-250 грамм на момент эксперимента. 
В качестве контрольной группы использовали 
лабораторных животных (n=20), содержавшихся 
в аналогичных условиях, но без моделирования 
какого-либо патологического процесса. Осталь-
ным животным опытных групп выполняли мо-
делирование сосудистой изоляции печени путем 
пережатия аналога гепатодуоденальной связки 
сосудистым зажимом типа Бульдог на 20 минут. 
После выжидания 20-ти минут ишемического 
периода сосудистый зажим снимали. С этого мо-
мента засекали время реперфузионного периода 
в процессе которого осуществляли забор крови 
для лабораторных исследований изменений со-
стояния окислительного гомеостаза на систем-
ном уровне. Кровь в объеме 2-3 мл забирали из 
нижней полой вены через 5, 15, 30, 60, 120, 180 
минут, 8 часов и сутки после восстановления 
кровотока. Таким образом было сформированы 
8 опытных групп по 10 особей лабораторных 
животных. Все болезненные манипуляции вы-
полняли под общей анестезией использованием 
Золетил 100 («Virbac», France), заранее вводимо-
го внутримышечно в область бедра в дозировке 
10 мг/кг. Целесообразность и соответствие эти-
ческим принципам были рассмотрены на заседа-
нии независимого этического комитета ФГБОУ 
ВО КубГМУ Минздрава России, на котором 
было одобрено проведение запланированного 
исследования (протокол № 51 от 23.05.2017 г.).

В крови лабораторных животных определяли 
ряд показателей прооксидантно-антиоксидант-
ной системы. В эритроцитах были определены 
содержание ТБК-реактивных продуктов (про-
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дукты перекисного окисления липидов, основной 
среди который малоновый диальдегид), актив-
ность ферментов антиоксидантной защиты – ка-
талазы и глутатионпероксидазы (ГПО), а также 
концентрация восстановленной формы трипеп-
тида глутатиона [10]. В плазме крови были опре-
делены изменения содержания тиоловых групп, 
а также общей антиоксидантной активности 
(АОА). Общая АОА была определена методом 
оценки радикальной сорбции ABTS и методом 
оценки железо-восстанавливающей способности 
(FRAP) [11]. Содержание тиоловых групп и глу-
татиона определяли с помощью реактива Эллма-
на (5,5’-дитиобис-(2-нитробензойная кислота)). 
Каталазную активность определяли по скорости 
разложения перекиси водорода гемолизатом эри-
троцитов, которую регистрировали фотометриче-
ски при 260 нм. Активность ГПО определяли по 
скорости расходования глутатиона на окисление 
гидроперекиси трет-бутила [12].

Статистический анализ результатов исследо-
вания выполнен с помощью программы Stat Plus 
for Windows (AnalystSoft Inc.). Данные в статье 
были представлены в виде медианы (Ме) и квар-
тилей (Q1 и Q3), сравнение отличий между по-
казателями групп проводили с использованием 
критерия Краскела-Уоллиса, так как группы были 
независимыми и в сравнении участвовало более 
2-х групп. При обнаружении статистически зна-
чимых отличий выполняли дальнейшие попар-
ные сравнения с помощью критерия Манна-Уит-
ни. Различия между показателями групп считали 
статистически значимыми при уровне р<0,05.

РЕЗУЛЬТАТЫ

В результате проведенных исследований был 
определен нелинейных характер изменений 
маркеров окислительного стресса и состояния 
системы антиоксидантной защиты на фоне ре-
перфузии после ишемии печени крыс в течение 
20 минут. Некоторые показатели были резко уве-
личены в крови сразу после ишемии, некоторые 
увеличивались чуть позже, но затем снижались, 
другие параметры характеризовались снижен-
ными значениями относительно контрольной 
группы. Низкие значения были характерны для 
концентрации восстановленной формы глутати-
она в эритроцитарной взвеси (таблица 1). Од-
нако заметное снижение данного параметра на 
13-20% отмечалось только спустя 120 минут 
после начала периода реоксигенации органа 
и сохранялось как минимум до 8 часов. Через 
сутки после начала реперфузии уровень глута-
тиона в крови животных возвращался к нор-
мальным значениям. Аналогичная тенденция 
к снижению наблюдалась для содержания об-
щих тиоловых групп в плазме крови (таблица 
1). Данный параметр был снижен на 19% уже 
через 5 минут после снятия зажима с анало-
га гепатодуоденальной связки крыс, а через 15 
минут достигал минимальных значений – на 
42% ниже контрольного уровня. Кроме того, 
уровень тиоловых групп плазмы крови оста-
вался ниже контрольных значений на протя-
жение всего дальнейшего исследования, в том 
числе через сутки после начала реперфузии.

Таблица 1
Изменение показателей тиолового звена системы антиоксидантной защиты эритроцитов и плазмы 

крови в разные сроки реперфузии после 20-ти минутной ишемии печени крыс (Ме(р0,25/р0,75))

Исследуемые группы / 
время реперфузии

Исследуемые показатели

Глутатион, мкмоль/мл ГПО, ммоль/л×мин Общие SH-группы, 
е.о.п.×100/г белка

Контроль 3,0 (2,8/3,2) 1,7 (1,5/1,8) 0,36 (0,35/0,40)
5 мин 3,2 (2,8/3,2) 4,2 (3,6/4,4)* 0,29 (0,27/0,33)*
15 мин 2,3 (2,0/2,4)*^ 1,2 (1,1/1,4)*^ 0,21 (0,20/0,24)*^
30 мин 3,0 (2,7/3,0)^ 1,8 (1,6/2,0)^ 0,30 (0,28/0,33)*^
60 мин 3,2 (2,8/3,3) 1,8 (1,4/1,9) 0,31 (0,29/0,34)*
120 мин 2,6 (2,3/2,7)*^ 1,7 (1,5/1,8) 0,25 (0,23/0,29)*^
180 мин 2,6 (2,3/2,7)* 2,1 (1,9/2,3)*^ 0,28 (0,26/0,31)*

8 ч 2,4 (2,2/2,4)* 1,7 (1,5/1,9)^ 0,26 (0,24/0,29)*
сутки 3,2 (2,9/3,3)^ 1,6 (1,5/1,8) 0,30 (0,28/0,34)*

Примечание: * - статистически значимые отличия (р<0,05) от соответствующего показателя кон-
трольной группы; ^ - статистически значимые отличия (р<0,05) от показателя предыдущей группы.
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Активность ГПО была резко увеличена сразу 
после начала периода реперфузии – в 2,5 раза от-
носительно контрольных значений соответствую-
щего показателя (таблица 1). Однако уже к 15-й 
минуте периода реоксигенации уровень активно-
сти рассматриваемого фермента снижался, дости-
гая значений даже ниже контрольного уровня на 
29%. В дальнейшем активность ГПО поддержи-
валась в пределах нормальных значений, только 
в период 180-ти минут после снятия сосудистого 
зажима с аналога гепатодуоденальной связки фер-

ментативная активность вновь была увеличена 
на 24%. Каталазная активность эритроцитарной 
взвеси имела устойчивую тенденцию к увеличе-
нию на 43-60% на протяжении реперфузионного 
периода (таблица 2). Только в период 15-ти и 120-
ти минутной реваскуляризации печени отмечалось 
кратковременное снижение активности данного 
фермента, а также через сутки после выполнения 
эксперимента активность каталазы возвращалась 
к уровню, соответствующему значению показате-
ля группы интактных животных.

Таблица 2
Изменение показателей системы антиоксидантной защиты эритроцитов в разные сроки реперфузии 

после 20-ти минутной ишемии печени крыс (Ме(р0,25/р0,75))

Исследуемые группы / 
время реперфузии

Исследуемые показатели
ОАОА (ABTS), % инг ОАОА (FRAP), мМ вит С КАТ, моль/л×мин

Контроль 24,5 (22,7/25,6) 0,76 (0,70/0,82) 16,2 (15,4/18,9)
5 мин 29,4 (27,8/30,8)* 0,85 (0,79/0,90) 23,1 (22,0/24,8)*

15 мин 20,8 (19,6/22,0)*^ 1,50 (1,32/1,60)*^ 19,2 (18,0/21,5)^
30 мин 20,0 (19,2/21,4)* 1,50 (1,33/1,60)* 24,9 (22,5/26,0)*^
60 мин 20,4 (19,3/21,5)* 0,63 (0,58/0,73)^ 25,0 (23,9/26,0)*
120 мин 22,3 (20,4/23,0)* 0,50 (0,45/0,60)* 19,6 (17,3/22,1)^
180 мин 11,6 (10,5/12,7)*^ 0,49 (0,45/0,56)* 23,0 (21,3/24,7)*

8 ч 11,7 (10,4/13,0)* 0,45 (0,40/0,52)* 25,9 (23,9/27,5)*
сутки 11,3 (10,3/13,0)* 0,65 (0,60/0,72)* 18,2 (16,0/19,2)^

Примечание: * - статистически значимые отличия (р<0,05) от соответствующего показателя кон-
трольной группы; ^ - статистически значимые отличия (р<0,05) от показателя предыдущей группы.

Характер изменений общей АОА, опреде-
ленной разными методами, имел значительные 
отличия (таблица 2). Степень радикальной сорб-
ции ABTS плазмы крови кратковременно увели-
чивалась на 20% к 5-й минуте периода реперфу-
зии, а затем прогрессирующе снижалась. Наибо-
лее значительные изменения данного показателя 
были определены на 15-й и 180-й минутах после 
восстановления кровотока в печени крыс. На 
180-й минуте реперфузии уровень радикальной 
сорбции плазмы крови был снижен в 2,1 раза 
относительно контрольных цифр и не увеличи-
вался даже спустя сутки после начала экспери-
мента. Общая АОА, определенная железо-вос-
станавливающим методом, была увеличенной в 
2,0 раза в период 15-30-ти минут периода после 
восстановления кровотока в ткани печени после 
20-ти минутной ишемии. К 60-й минуте данный 
параметр снижался до уровня контрольных зна-
чений, а затем и еще ниже. Минимальные значе-
ния общей АОА (FRAP) были получены спустя 8 
часов реперфузии, но и в данном случае показа-
тель был ниже контроля всего на 41%, а спустя 
сутки после моделирования ишемического по-

ражения печени отмечалось частичное восста-
новление анализируемого показателя, который 
достигал значений ниже контроля всего на 14%.

ОБСУЖДЕНИЕ
В изменении изученных показателей окисли-

тельного метаболизма прослеживается влияние 
цитолиза гепатоцитов в период ишемии, что от-
ражается в кратковременном увеличении общей 
антиоксидантной активности и активности ГПО 
на начальном этапе реперфузии. При этом ак-
тивность ГПО, достигая пиковых значений на 
5-й минуте после восстановления кровотока, 
быстро возвращается к нормальным значениям, 
что характерно и для другого фермента системы 
глутатиона – глутатион-S-трансферазы плазмы 
крови. Отсутствие существенных изменений 
концентрации восстановленной формы глута-
тиона в первые 60 минут также подтверждает 
небольшую вовлеченность данного звена эри-
троцитарной взвеси в регуляцию окислительно-
го метаболизма в период ишемии печени. Как 
было показано ранее с 60-й минуты начинается 
активное увеличение активности аминотрансфе-
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раз и ЛДГ в плазме крови, что вероятнее всего 
связано с усилением реперфузионных повреж-
дений органа [9]. С этого же времени определя-
ется сниженный уровень содержания глутатио-
на в эритроцитах, что указывает на активную 
вовлеченность данной системы клеток крови в 
поддержание редокс гомеостаза в периоде вос-
становления кровотока. Сниженный уровень 
тиоловых групп плазмы крови на протяжении 
всего эксперимента обусловлен высокой их чув-
ствительностью к окислению и первоочередной 
вовлеченностью метаболических систем плазмы 
крови в распространение патологического про-
цесса на системном уровне. Различный харак-
тер реагирования общей АОА, обусловленной 
радикальной сорбцией или железо-восстанав-
ливающей способностью, указывает более дли-
тельную циркуляцию в крови веществ, пред-
положительно вымываемых из поврежденной 
ткани печени крыс, потенциально обладающих 
восстанавливающей активность, однако не спо-
собных обеспечить адекватную защиту от рас-
пространения свободнорадикальных процессов. 
Резкое снижение данных параметров на 60-й и 
120-й минуте также в некоторой степени обозна-
чает границу дополнительного усиления репер-
фузионного повреждения печени. Наличие из-
менений антиоксидантного статуса через сутки 
после моделирования ишемического поражения 
органа (сниженные общая АОА и содержание 
тиоловых групп плазмы крови) указывают на 
значительную выраженность патологического 
процесса, не способного за сутки полностью 
компенсироваться, а также на то, что повышен-
ные значения маркеров цитолиза гепатоцитов 
[9] не являются просто остаточным явлением, 
а свидетельствуют о продолжении реперфузи-
онных нарушений и сохранении опасности раз-
вития осложнений, в частности печеночной или 
полиорганной недостаточности. Сравнительно 
невысокий риск таких осложнений в условиях 
20-ти минутной сосудистой изоляции печени 
крыс подтверждается быстрым (через сутки) 
восстановлением всех изученных параметров 
системы антиоксидантной защиты эритроцитов.

ВЫВОДЫ 
Результаты исследования показали, что на 

ранних сроках реперфузионного периода (5-60 
минут) наблюдаются изменения обусловленны-
ми цитолизом гепатоцитов в период ишемии 
органа и вымыванием клеточного содержимо-
го в кровь. Основные проявления реперфузион-
ных повреждений печени развиваются спустя 
60 минут после восстановления кровотока и ха-
рактеризуются резким снижением общей АОА 
и концентрации восстановленного глутатиона. 

Система антиоксидантной защиты плазмы кро-
ви первой реагирует на распространение пато-
логического процесса на системном уровне и 
ее изменения сохраняются спустя сутки после 
ишемии печени. 20-ти минутная васкулярная 
эксклюзия печени сопровождается и измене-
ниями антиоксидантного баланса в эритроци-
тарной взвеси, но данные изменения компен-
сируются спустя сутки после восстановления 
кровотока.
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РЕЗЮМЕ
Цель. Анализ эпидемиологических особенностей рака желудка проксимальной локализации и рака 

пищевода в популяции Республики Хакасия. Материалы и методы. Исследовано 142 случая рака пищевода 
и 684 случая рака желудка, включая 74 инцидента проксимальной локализации, сплошным методом за 
2015-2019 годы (100%). Во всех случаях диагноз установлен согласно МКБ-Х, TNM (2009) и верифицирован 
морфологически. Сравнивали две генеральные совокупности пациентов с раком пищевода и раком желудка, с 
периодизацией возраста по десятилетиям. Результаты. Фиксируется рост заболеваемости раком пищевода в 
1,4 раза, раком желудка в 1,1 раза, доли кардиоэзофагиального рака желудка до 17,6%, сохраняются  высокие 
позиции III-IV стадий заболеваний при диагностике (80%). Морфологический профиль: в пищеводе доминирует 
плоскоклеточный рак (86,6%), в желудке – аденокарцинома (96,2%). Мужчины болеют чаще женщин: раком 
желудка без уточнения локализации в 1,26 раза, кардиоэзофагиальным раком желудка – в 1,64 раза, раком 
пищевода – в 4,9 раза. Исключение составляют опухоли дна желудка, где не выявлено статистически значимых 
гендерных различий. Манифестация ЗНО после 50 лет фиксируется в 94,4 % инцидентов рака пищевода, 96 
% - кардиоэзофагиального рака желудка. Типичный возраст дебюта рака пищевода 60-69 лет (42,9%). Каждый 
второй пациент (50%) с кардиоэзофагиальным раком желудка старше 70 лет. Заключение. Заболеваемость 
кардиоэзофагиальным раком желудка и раком пищевода увеличивается, в большинстве случаев дебют 
заболевания происходит в возрасте старше 50 лет, доля мужчин выше. 

Ключевые слова: рак пищевода, кардиоэзофагеальный рак желудка, заболеваемость, 
возраст манифестации, гендерные отличия. 

EPIDEMIOLOGICAL TRENDS OF CARDIOESOPHAGEAL GASTRIC CANCER 
AND ESOPHAGOS CANCER IN THE REPUBLIC OF KHAKASIA

Shtygasheva O. V.1, Ageeva E. S.2

1Katanov Khakass State University, Abakan, Russiа
2Medical Academy named after S.I. Georgievsky of Vernadsky CFU, Simferopol, Russia

SUMMARY
Aim to analysis of the epidemiological characteristics of gastric cancer of proximal localization and esophagus 

cancer in the population of the Republic of Khakassia. Materials and methods. We studied 142 cases of esophagus 
cancer and 684 cases of gastric cancer, including 74 incidents of proximal localization by the continuous method for 
2015-2019 (100%). In all cases, the diagnosis was established according to ICD 10 revision, TNM (2009) and verified 
morphologically. The study of the clinical debut of malignant tumors was carried out by comparing the general popula-
tions of patients with esophagus cancer and gastric cancer of proximal localization over a 5-year period, dividing for 
10-year-period groups. Results. There is an increase in the incidence rate of cancer of the esophagus by 1.4 times, 
gastric cancer by 1.1 times, and the share of cardioesophageal cancer of the stomach to 17.6%. Squamous cell car-
cinoma dominates in the morphological structure in case of cancer of the esophagus (86, 6%), and adenocarcinoma 
(96.2%) in case of gastric cancer. Men have 1.26 times more often with gastric cancer of all localizations than women, 
1.64 times more with cardioesophageal cancer of the stomach, 4.9 times more in patients with cancer of the esopha-
gus, consistently. An exception are tumors of the bottom of the stomach (men are 0.75 times less than women). In 
cancer of the esophagus, the most frequent manifestation age is 60-69 years (42.9%). With cardioesophageal cancer 
of the stomach, every second patient is over 70 years old. Conclusion. The incidence of cardioesophageal cancer of 
the stomach and cancer of the esophagus is increasing. 

Key words: incidence, cancer of the esophagus, cardioesophageal cancer of the stomach, age 
of manifestation.
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Первичная локализация злокачественного 
образования в желудке детерминирует клини-
ческие признаки и прогноз заболевания. Между 
РЖ проксимальной и дистальной локализация-
ми имеются эпидемиологические, этиологиче-
ские и патогенетические различия. Кардиальная 
форма РЖ проявляет сходство с раком пищево-
да. Не смотря на противоречия относительно 
дефиниции РЖ проксимального отдела и объ-
яснения причин роста ЗНО данной локализа-
ции, авторы солидарны по вопросу ключевых 
особенностей КЭРЖ. Эпителиальные опухоли 
кардиального отдела желудка характеризуются 
высоким уровнем инфильтрации пищевода, ме-
тастазы распространяются не только в абдоми-
нальные, но и в медиастинальные лимфоузлы, 
что позволяет характеризовать опухоли данной 
локализации и как РЖ, и как РП. КЭРЖ имеет 
еще более неблагоприятный прогноз, чем изо-
лированные опухоли пищевода или желудка. РЖ 
наиболее частая форма ЗНО, занимает высокие 
позиции в структуре смертности [1]. Несколько 
десятилетий регистрируются амбивалентные 
процессы, связанные с распространенностью 
РЖ: снижение заболеваемости и увеличение 
доли проксимальной локализации [2; 3]. Часто-
та аденокарциномы проксимального отдела же-
лудка и зоны пищеводно-желудочного перехода 
в США увеличивается интенсивнее, чем другие 
ЗНО, такие случаи составляли 16% в 1960 году, 
44% - к началу 80-х, более 60% от всех заболев-
ших раком желудка к концу 90-х годов [4; 5]. 

Проксимальная локализация (дно же-
лудка) чаще других встречается при EBV-
ассоциированном раке желудка, с высокой ча-
стотой мутации PIK3CA (80-90%), ARID1A, ам-
плификацией гена JAK2 и HER2, гиперэкспрес-
сией PD-L1/2, у мужчин в 81% случаев. Другой 
подтип опухоли с основной локализацией в пи-
щеводно-желудочном переходе обусловлен хро-
мосомной нестабильностью, его характеризуют 
грубые нарушения в геноме опухолевой ДНК, 
превалирует мутация гена p53 (73% случаев), 
амплификация генов семейства ERBB (EGFR, 
HER-2, ERBB-3) [6; 7].  Заболеваемость РП ва-
рьирует в зависимости от пола, этнической при-
надлежности, социального статуса. РП редкое 
заболевание в Армении, Мали, Израиле, Вьетна-
ме (1,7-2,2 на 100 тыс. населения), а в популяци-
ях Каспийского побережья, Монголии, северо-
западного Китая, Средней и Центральной Азии 
100 случаев на 100 тыс. населения. В России за-
болеваемость РП у мужчин и женщин 7,6 и 2,4 
случая на 100 тыс. населения, соответственно. 
Среди 7750 новых инцидентов преобладали III 
(33,6%) и IV (30,9%) стадии, летальность в те-
чение первого года – 59,0%. Плоскоклеточный 

рак - самая частая морфологическая форма РП 
в нашей стране (80-90%). В США ежегодно диа-
гностируется до 13 тыс. новых случаев РП (5 
на 100 тыс. населения), среди них преобладает 
аденокарцинома [1].  Молекулярные механизмы 
пищеводного канцерогенеза характеризуются 
нарушением ДНК-репарации (полиморфизм 
гена XRCC1, TP53, SPRP3) [8; 9; 10]. 

Цель исследования: анализ эпидемиологиче-
ских особенностей РЖ проксимальной локали-
зации и РП в популяции Республики Хакасия.

МАТЕРИАЛ И МЕТОДЫ
Исследовано 142 случая рака пищевода 

(С15.0-9) и 684 случая РЖ (С16.0-9), включая 74 
инцидента проксимальной локализации (С16.0 и 
С16.1) сплошным методом за 2015, 2016, 2017, 
2018, 2019 годы (100%). Во всех случаях диа-
гноз установлен согласно МКБ-Х, TNM (2009) и 
верифицирован морфологически в ГБУЗ Респу-
блики Хакасия «Республиканский клинический 
онкологический диспансер». Данные получены 
на основании Канцер-регистра и медицинской 
документации: регистрационная карта больно-
го злокачественным новообразованием (ф. 030/
ГРР), извещение о больном с впервые в жизни 
установленным диагнозом рака или другого 
злокачественного новообразования (ф. 090/у), 
статистический талон для регистрации заклю-
чительных (уточненных) диагнозов (форма N 
025-2/у). 

Показатели заболеваемости рассчитывали 
как отношение числа впервые зарегистриро-
ванных инцидентов к средней численности на-
селения данной группы, умноженное на 100000 
населения (100 тыс.). Возраст манифестации ис-
следован методом сравнения генеральных сово-
купностей пациентов с РП и РЖ за пятилетний 
период, разделив каждую из них на семь воз-
растных групп.

Статистическая обработка с помощью пакета 
прикладных программ Statistica 8.0 с примене-
нием непараметрических методов. Для оценки 
статистической значимости различий между 
группами пациентов использовался критерий 
Пирсона (χ2), критический уровень значимости 
был принят при р<0,05. 

РЕЗУЛЬТАТЫ
В структуре онкологической заболеваемости 

Республики Хакасия (2019 г.) РП занимает 7 ме-
сто (3% всех ЗНО) в мужской популяции и 15-е 
место (0,3%) в женской популяции. При сравне-
нии конечных точек пятилетнего периода (2015 
г. и 2019 г.) заболеваемость РП увеличилась в 1,4 
раза, составляя 3,9 и 5,4 на 100 тыс. населения, 
соответственно (табл. 1). Доминирует плоско-
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клеточный рак (86,6±1,7%, р<0,05), аденокар-
цинома (10,6±2,3%) и недифференцированный 
рак (5,0±2,1%, р<0,05) встречаются значительно 
реже. Среди пациентов с впервые установлен-
ным диагнозом РП 80,0% имели III-IV стадию 
заболевания, одногодичная выживаемость со-

ставляет 28,6%, а пятилетняя – 18,7%. В гене-
ральной совокупности пациентов с РП (n=142) 
мужчин в 5 раз больше, чем женщин (82,8±4,6 и 
17,2±4,6 %, р<0,05) (таблица 2), заболеваемость 
мужчин и женщин РП на 100 тыс. населения, со-
ответственно, 6,9 и 1,1  (р<0,05) (табл. 1, табл. 2)

Таблица 1
Заболеваемость раком пищевода и раком желудка проксимальной локализации на 100000 населения, 

Республика Хакасия (2015-2019 гг.)

Год
Рак пищевода, на 100 тысяч на-

селения

Рак желудка проксимальной локализации, на 100 тысяч 
населения 

М+Ж
Кардиальный отдел Область дна

М+Ж М Ж М Ж М Ж
2015 3,9 6,7 1,7 2,0 3,2 0,8 0,4 0
2016 3,9 6,3 2,0 2,4 1,8 2,0 0,4 3,4
2017 3,7 8,0 0,3 2,8 4,5 1,1 0,3 0
2018 5,2 9,1 2,0 2,3 2,8 1,7 0 0,3
2019 5,4 11,1 0,8 2,0 2,8 1,1 0 0,3
Всего 3,7 6,9 1,1 1 1,9 2,5 1,1 1 0,2 0,2

Примечание. М – мужчины, Ж – женщины. 1 - статистическая значимость (р<0,05) различий при 
сравнении показателей между мужчинами и женщинами (критерий χ2).

Таблица 2
Структура пациентов с раком пищевода и раком желудка проксимальной локализации по полу, Ре-

спублика Хакасия (2015-2019 гг.)

Год
Рак пищевода 

Рак желудка проксимальной локализации 

Всего, n
Кардиальный отдел Область дна

Всего, n М, n (%) Ж, n (%) М, n (%) Ж, n (%) М, n (%) Ж, n (%)
2015 25 19 (76) 6 (24) 13 9 (69,2) 3 (23,1) 1 (7,1) 0
2016 25 18 (72) 7 (28) 15 5 (33,3) 7 (46,7) 1 (6,7) 12 (13,3)
2017 24 23 (96) 1 (4) 18 13 (72,3) 4 (22,2) 1 (5,5) 0
2018 33 26 (79) 7 (21) 15 8 (53,3) 6 (40,0) 0 1 (6,7)
2019 35 32 (91) 3 (9) 13 8 (61,5) 4 (30,8) 0 1 (7,7)

Всего 142 118 
(82,8±4,6)

24 
(17,2±4,6 1) 74 43 

(57,9±6,9)
24 (32,5±4,8 

1 )
3 

(3,8±1,6)
4 

(5,5±2,5)

Примечание. n – количество человек, М – мужчины, Ж – женщины. 1 - статистическая значимость 
(р<0,05) различий при сравнении показателей между мужчинами и женщинами (критерий χ2).

Симультанное сравнение конечных точек 
2015 г. и 2019 г. фиксирует рост заболеваемости 
РЖ в Хакасии в 1,1 раза (23,9 и 26,2 на 100 тыс. 
населения, соответственно). В течение десяти-
летия фиксируется лабильность этих показате-
лей. В 2008г. и 2012г рост заболеваемости (26,0 
и 30,4 на 100 тыс. населения, соответственно), 
в 2013г. и  2017 г. снижение  (25,5 и 21,4 на 100 
тыс. населения, соответственно). 

Генеральная совокупность пациентов с РЖ 
(n=684) в 4,8 раза больше, чем генеральная сово-

купность пациентов с РП (n=142). Морфологи-
ческий профиль РЖ зеркально отражает анало-
гичную структуру РП: аденокарцинома – 96,2%, 
плоскоклеточный рак – 1,4%, недифференциро-
ванный рак – 2,6%. Доля проксимальной лока-
лизации РЖ фиксировалась со средней частотой 
17,6% (min 14,0%, max 22,0%), в 2013 г. – 2017 г. 
данная локализация составляла 10,2% случаев. 
Одновременно с трендом на увеличение инци-
дентов КЭРЖ, у значительной части пациентов 
повышается доля РЖ с признаками запущенно-
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сти онкологического заболевания (неуточненная 
локализация опухоли – 21,0%; опухоль, выхо-
дящая за пределы одной локализации – 39,0%). 

В структуре пациентов с КЭРЖ (n=74) пре-
обладала локализация в кардиальном отделе – 
90,5% (n=67), опухоли в дне желудка состави-
ли 9,5% (n=7); из них у мужчин – 62% (n=46), 
женщин – 38% (n=28). Подобной гендерной 
тенденцией характеризуется РЖ кардиального 
отдела: мужчины доминируют по сравнению с 
женщинами (57,9±6,9 и 32,5±4,8 %) в 1,79 раза 
(заболеваемость 2,5 и 1,1 на 100 тыс. населения, 
соответственно). При локализации РЖ в области 

дна статистически значимых различий между 
мужчинами и женщинами не выявлено (табл. 1, 
табл. 2). 

В генеральной совокупности пациентов с РП 
интенсификация роста больных фиксируется в 
возрасте 50-59 лет (21,8% случаев), заболевае-
мость 0,81 случаев на 100 тыс. населения, до-
стигая максимума в следующем десятилетии 
60-69 лет (42,9%), заболеваемость 1,59 случаев 
на 100 тыс. населения. Число инцидентов РП 
снижается  в 70-79 лет (16,9% / 0,69 случаев на 
100 тыс. населения) и после 80 лет (12,7% / 0,47 
случаев на 100 тыс. населения) (табл. 3, табл. 4).

Таблица 3 
Структура пациентов раком пищевода и раком желудка по полу и возрастным группам, Республика 

Хакасия (2015-2019 гг.) 

Возраст, 
лет 

Рак пищевода Рак желудка всех локализа-
ций Проксимальный рак желудка

Всего, 
n (%) М, n (%) Ж, n (%) Всего, 

n М, n (%) Ж, n (%) Всего, 
n М, n (%) Ж, n (%)

20-29 0 0 0 3 (0,4) 1 (33,3) 2 (66,7) 0 0 0
30-39 2 (1,5) 1 (50,0) 1 (50,0) 1 (1,6) 7 (58,3) 5 (41,7) 0 0 0

40-49 6 (4,2) 5 (83,3) 1 (16,7) 41 
(5,8) 25 (60,9) 16 (39,1) 3 (4,1) 1 (33,3) 2 (66,7)

50-59 31 
(21,8) 30 (96,8) 1 (3,2) 109 

(15,8) 70 (64,2) 39 (35,8) 11 
(14,0) 8 (73,7) 3 (26,3)

60-69 61 
(42,9) 50 (81,9) 11 (18,1) 243 

(35,4) 142 (58,4) 102 
(41,6)

23 
(31,1) 17 (73,9) 6 (26,1)

70-79 24 
(16,9) 22 (91,7) 2 (8,3) 168 

(25,5) 194 (54,2) 77 (45,8) 24 
(33,2) 15 (62,5) 9 (37,5)

80 18 
(12,7) 10 (55,6) 8 (44,4) 108 

(15,7) 46 (42,6) 62 (57,4) 13 
(17,6) 5 (38,6) 8 (61,4)

Всего 142 118 
(76,6±7,8)

24 
(23,5±7,4 

1)
684 382 

(53,1±4,2)
302 

(46,8±4,2) 74 46 (40,3 
±11,9)

28 
(31,1±10,0 

1)

Примечание.  n – количество человек, М – мужчины, Ж – женщины. 1 - статистическая значимость 
(р<0,05) различий при сравнении показателей между мужчинами и женщинами (критерий χ2).

Возраст 60-69 лет критичен для манифеста-
ции РП вне зависимости от пола. Однако в этот 
период у женщин заболеваемость 0,52 случаев 
на 100 тыс. населения, а у мужчин – 2,91 слу-
чаев на 100 тыс. населения (выше в 5,6 раза), 
поскольку первый существенный рост инциден-
тов РП в мужской популяции произошел раньше 
(50-59 лет). Для пациентов с РП возраст клини-
ческого дебюта чаще всего в 50-69 лет (64,8%), 
треть пациентов (29,5%) старше 70 лет. Моло-
дых пациентов (до 50 лет) – 5,6% (инцидентов 
РП в 20-29 лет нет). Доля мужчин превалирует, 
кратность соотношения изменяется с возрастом. 
В группе пациентов РП до 50 лет мужчин боль-

ше, чем женщин в 3 раза, в возрасте 50-69 лет в 
6,66 раза, после 70 лет – в 3,2 раза (табл. 3).

В течение длительного периода наблюдения 
заболеваемость РЖ у мужчин Хакасии выше, 
чем у женщин [27]. Данная закономерность в 
2015 г. – 2019 г. не изменилась: среди мужчин 
(n=382) заболеваемость на 100 тыс. населения 
- 9,9 случаев и среди женщин (n=302) - 7,9 слу-
чаев (в 1,26 раза). В генеральной совокупности 
пациентов РЖ больных старше 50 лет - 91,8 % 
(среди них: 50-69 лет – 51,5%; старше 70 лет – 
40,4%). Традиционный возраст манифестации 
заболевания 50–69 лет (45,9%), в этом возрасте 
заболеваемость РЖ на 100 тыс. населения сре-
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Таблица 4 
Заболеваемость раком пищевода и раком желудка на 100000 населения по полу и возрастным груп-

пам, Республика Хакасия(2015-2019 гг.)

Возраст, 
лет 

Рак пищевода на 100 тысяч 
населения

Рак желудка всех локализа-
ций на 100 тысяч населения

Проксимальный рак желудка 
на 100 тысяч населения

Всего М Ж Всего М Ж Всего М Ж
20-29 0 0 0 0,87 0,03 0,05 0 0 0
30-39 0,05 0,06 0,05 0,03 0,18 0,13 0 0 0
40-49 0,16 0,29 0,05 1,07 0,65 0,42 0,08 0,03 0,05
50-59 0,81 1,75 0,05 2,84 1,82 1,01 0,29 0,21 0,08
60-69 1,59 2,91 0,52 6,32 3,69 2,63 0,61 0,44 0,16
70-79 0,62 1,28 0,11 4,37 2,37 2,0 0,62 0,39 0,23

80 0,47 0,58 0,38 2,81 1,21 1,61 0,34 0,13 0,21
Всего 3,7 6,9 1,1 1 17,8 9,9 7,9 1,92 1,21 0,73 1

Примечание. М – мужчины, Ж – женщины. 1 - статистическая значимость (р<0,05) различий при 
сравнении показателей между мужчинами и женщинами (критерий χ2).

ди женщин составляет 3,64 случаев, среди муж-
чин  – 5,61 случая. Доля молодых пациентов (до 
50 лет) – 8,1% случаев (заболеваемость 1,97 на 
100 тыс.), она превышает долю пациентов ана-
логичного возраста с РП и КЭРЖ (табл. 3, 4).

Среди пациентов с КЭРЖ удельный вес моло-
дых (до 50 лет) самый низкий (4% / 0,08 случаев 
на 100 тыс. населения). РЖ проксимальной ло-
кализации дебютирует в период 40-49 лет. После 
50 лет число больных увеличивается в 3,6 раза, 
а в следующее десятилетие (60-69 лет) удваи-
вается. Каждый второй пациент (50%) старше 
70 лет.  Доминирование мужчин по отношению 
к женщинам при данной локализации рака уси-
ливается в направлении уменьшения возраста: 
среди пациентов старше 70 лет мужчин больше 
в 1,2 раза; в возрасте 50 – 69 лет – в 2,8 раза 
каждое десятилетие (табл. 3, 4).

ОБСУЖДЕНИЕ
Рак пищевода, занимая VIII место в мире в 

структуре заболеваемости ЗНО, имеет один из 
самых высоких индексов агрессивности опухо-
ли – 0,87 по соотношению количества умерших 
к количеству заболевших [11; 12]. В США и 
странах Западной Европы установилась тенден-
ция роста аденокарциномы (более 50%) и сни-
жения доли плоскоклеточного РП [13; 14], ха-
рактерная для мужчин и женщин одновременно 
[15; 16]. В формировании аденокарциномы пи-
щевода доказана причинно-следственная связь 
с гастроэзофагеальной рефлюксной болезнью 
[17]. В тоже время в странах «азиатского пояса 
рака пищевода», как Турция, Иран, Казахстан, 
северный и центральный Китай, юго-восточная 

Африка сохраняется распространенность пло-
скоклеточного рака [18], достигающая 90% сре-
ди всех форм РП. Подобная картина характерна 
для РП в Хакасии (доли плоскоклеточного рака 
– 86,6%, аденокариномы – 28,4%). 

В ходе исследования GWAS выявлены ге-
нетические детерминанты плоскоклеточного 
РП, особенно у лиц употребляющих алкоголь и 
табак [20]. Роль факторов риска развития пло-
скоклеточного РП, которые невозможно моди-
фицировать – мужской пол и увеличение возрас-
та старше 50 лет подтверждена и в популяции 
Хакасии. С мужским полом имманентно могут 
быть связаны другие факторы риска, обуслов-
ленные стилем жизни, установленные в когорте 
пациентов с РЖ [20]. Вместе с тем, в странах 
с высоким риском развития РП не обнаружено 
различий у мужчин и женщин в показателях за-
болеваемости [21].

РЖ является ведущей причиной смерти от 
ЗНО в России (2-е место у мужчин, 3-е место у 
женщин). Большинство случаев связано с увели-
чением инцидентов, выявленных на IV стадии 
заболевания [22]. Распределение показателей 
заболеваемости РЖ по России и Западно-Си-
бирскому региону неравномерно. Некоторые 
авторы рассматривают среди факторов  регио-
нальной специфики ландшафт, сейсмичность, 
плотность населения и др. Основные детерми-
нанты – ранняя экспозиция и высокая конта-
минация Helicobacter pylori среди населения, 
употребление крепких алкогольных напитков, 
курение. Амбивалентные тенденции – постепен-
ное снижение заболеваемости РЖ и увеличение 
доли рака проксимальной локализации – при-
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сущи распространенности РЖ в нашей стране. 
В ряде сибирских регионов доля КЭРЖ за по-
следнее десятилетие возросла почти в 2 раза. За-
болеваемость РЖ остается на высоком уровне, 
лидирует аденокарцинома [22]. Перечисленные 
аспекты в полной мере характерны для популя-
ции Хакасии. Кроме того, данные о том, что уро-
вень заболеваемости КЭРЖ у мужчин достовер-
но выше, чем у женщин, а увеличение возраста 
является фактором риска (КЭРЖ в 70% случаев 
манифестирует в 50-60 лет) согласуются с выво-
дами других авторов.

В тоже время в Японии, где распространен-
ность РЖ фиксируется как самая максимальная 
в мире, а заболевание в 60 % случаев выявляется 
на первой стадии, дистальная локализация опу-
холи сохраняет значительные позиции. Япон-
ские исследователи рассчитывают на снижение 
частоты инфицирования Helicobacter pylori в 
стране до 20% к 2030 году, с этим прогнозом 
связано ожидание уменьшения частоты РЖ ан-
трального отдела и увеличение доли прокси-
мального РЖ.

ЗАКЛЮЧЕНИЕ
В исследуемый 5-летний период в Хакасии 

зафиксированы следующие эпидемиологиче-
ские тенденции: рост заболеваемости РП в 1,4 
раза, РЖ в 1,1 раза; в структуре РЖ увеличилась 
доля КЭРЖ (17,6%); высокие позиции III–IV ста-
дий этих ЗНО при диагностике. В морфологиче-
ском профиле РП доминирует плоскоклеточная 
форма (86,6%), а в желудке – аденокарцинома 
(96,2%). Инициация ЗНО данных локализаций 
выше у мужчин. При сравнении генеральных 
совокупностей, отмечается усиление половых 
различий при проксимальной локализации: 
мужчины чаще женщин болеют РЖ в 1,26 раз; 
дифферент усиливается при КЭРЖ в 1,64 раза, 
при РП в 4,9 раза. Исключение составляют опу-
холи дна желудка, где статистически значимых 
различий между мужчинами и женщинами не 
выявлено. Манифестация РП и КЭРЖ после 50 
лет отмечается в подавляющем числе случаев 
(94,4 и 96%, соответственно). Возраст 60-69 
лет самый частый для клинического дебюта РП 
(42,9%). Каждый второй пациент КЭРЖ старше 
70 лет. В генеральной совокупности пациентов 
с РЖ пул больных в возрасте старше 50 лет уве-
личивается в геометрической прогрессии (в 11 
раз) в сравнении с пулом больных до 50 лет, пик 
инцидентов фиксируется период 60–69 лет.  
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РЕЗЮМЕ
Статья посвящена описанию жизни и трудовой деятельности выдающегося человека – ученого, 

гельминтолога, генетика, доктора биологических наук, профессора И. М. Винницкого (1910-1951 г.г.). Илья 
Маркович был заведующим нескольких биологических кафедр медицинских институтов в Советском Союзе 
(г. Симферополь, г. Томск, г. Свердловск, г. Самарканд). Его жизнь была неординарной, яркой и одновременно 
трудной.

Несмотря на то, что период жизни и трудовой деятельности того времени пришелся на военное время и эпоху 
организации и становления многих медицинских институтов, его научная, педагогическая и организаторская 
деятельность оставила важные, необходимые следы для будущих поколений врачей нашей страны. Тем не 
менее в архивных данных и на кафедрах, как оказалось, не содержится богатой информации даже о великих 
и значимых людях того периода. Возможно, это связано с военным временем, когда только в г. Симферополе 
Крымский медицинский институт переживал 2 эвакуации и бесчисленные бомбежки. 

Восстановить утраченные части биографии авторам помогли, а по существу и рассказали на основе 
сохранившейся части копий документов члены семьи Ильи Марковича – сын Владимир Ильич и внук Данил 
Владимирович, чтобы мы знали и помнили, и могли передать будущим поколениям о наших учителях и 
вдохновителях. 

Статья является частью серии публикаций кафедры биологии медицинской, посвященных 90-летию 
Медицинской академии имени С.И. Георгиевского и 90-летию кафедры биологии медицинской, юбилей которых 
пришелся на 2021 год. 

Ключевые слова: И. М. Винницкий, кафедра биологии медицинской, Медицинская академия 
им. С.И. Георгиевского, гельминтологи

VINNITSKY ILYA MARKOVICH

Ageeva E. S., Demidenko L. A.
Medical Academy named after S. I. Georgievsky of Vernadsky CFU, Simferopol, Russia

SUMMARY
The article is devoted to the activities of an outstanding person - scientist, helminthologist, geneticist, Doctor of 

Biology Sciences, Professor I.M.Vinnitsky (1910-1951). Ilya Markovich was the head of several biological departments 
of medical institutes in the Soviet Union (Simferopol, Tomsk, Sverdlovsk, Samarkand). His life was extraordinary, bright 
and at the same time difficult.

Despite the fact that the period of his labor activity at that time fell on the era of the organization and formation of 
many medical institutes, his scientific, pedagogical and organizational activities left important, necessary traces for fu-
ture generations of doctors in our country. Nevertheless, the archives and departments, as it turned out, do not contain 
rich information even about the great and significant people of that period. Perhaps this is due to wartime, when only 
in Simferopol the Crimean Medical Institute experienced 2 evacuations and countless bombings.

Ilya Markovich’s family members, son Vladimir Ilyich and grandson Danil Vladimirovich, helped the authors to 
restore the lost parts of the biography, but in essence they were told on the basis of the surviving part of the copies of 
documents, so that we know and remember, and could pass on to future generations about our teachers and inspirers.

The article is part of a series of publications of the Department of Medical Biology, dedicated to the 90th anniver-
sary of the Medical Academy named after S.I. Georgievsky and the 90th anniversary of the Department of Medical 
Biology, the anniversary of which fell on 2021.

Key words: I. M. Vinnitsky, Department of Medical Biology, Medical Academy named after S.I. 
Georgievsky, helminthology
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Чем старее школа, тем она ценнее. 
Ибо школа есть совокупность 

накопленных веками творческих приемов, традиций, 
устных преданий об отошедших ученых или ныне живущих,
 их манере работать, их взглядах на предмет исследований.

Лузин Н. Н.

Кафедра биологии медицинской была осно-
вана в 1931 году – в год открытия Крымского 
медицинского института [1]. Кафедра всегда 
занимала видное место в институте, ее история 
удивительна и интересна, как и судьба ее пре-
подавателей. Со дня основания кафедра, тогда 
еще она называлась кафедрой общей биологии, 
располагалась на втором этаже Первого корпу-
са, а позже кафедра была переведена во Второй 
корпус (фото 1).  

С 1935 по 1938 годы кафедрой заведовал 
Илья Маркович Винницкий. И. М. Винниц-
кий сменил Николая Христофоровича Флёрова 
(1933-1934 г.г.), который в это время стал заве-
довать кафедрой гистологии КМИ. 

Рождение и первые годы. Илья Маркович 
родился 10 января 1910 года в Астрахани. Отец 
– присяжный поверенный, выпускник Импера-
торского казанского университета – Марк Фрои-
мович Винницкий, из семьи Астраханского куп-
ца первой гильдии, рыбопромышленника, по-
четного гражданина. Мама – Вера Бернгардовна 
(Борисовна) Винницкая (урожденная Сегаль) из 
семьи директора еврейского казенного училища 
в г. Одессе, известного религиозного деятеля и 
писателя (фото 2). В первые годы Илья Марко-
вич получил хорошее домашнее образование в г. 
Астрахани, обучался в т. ч. иностранным языкам 
(французскому, немецкому, английскому). 

В 1919 г. в результате революции и после-
довавшей гражданской войны семья лишилась 
имущества, отец Ильи Марковича и некоторые 
другие родственники погибли. Вдова с сы-
ном переехали к родственникам в Москву, где 
мальчик продолжил обучение в средней школе 
вплоть до 1925 г.1 

Юношество и начало научной работы. В 
начале 1920-х г.г. Илья остался с мамой, прожи-
вали они в этот период в Москве. Но времена, в 
которые жил будущий профессор были далеко 
не легкими. Молодой человек связался с бес-
призорниками. В результате Вера Бернгардовна 
решила отправить сына к своему старшему бра-
ту в г. Берлин (который проживал там с начала 
XX в. после получения образования в одном из 
университетов Германии). Уже в Берлине Илья 
Маркович закончил среднюю школу и поступил 
1Удостоверение от 10.10.1924 48-й Советской Единой Трудовой 
девятилетней школы Красно-Пресненского района (Большая 
Никитская, дом 48).

А

Б

Фото 1. Первый корпус (А) и Второй корпус (Б) 
Крымского медицинского института имени И. В. 

Сталина, 30е годы.

в Берлинский сельскохозяйственный институт. 
Затем Илья Маркович продолжил обучение на 
биологическом отделении философского фа-
культета Лейпцигского университета, слушал 
лекции по зоологии профессоров Геймонса и 
Мейзенгеймера, по ботанике – Руланда и Миэ, 
по паразитологии – у Шпрена, по генетике – 
Нахтсгейма. Университет был окончен только 
на высшие оценки. 

Под руководством профессора Нахтсгейма 
Илья Маркович выполнил выпускную работу 
«Биология размножения и возможности сти-
муляции плодовитости пушных зверей путем 
введения половых гормонов», а затем в 1932 
г. в рекордные сроки подготовил и успеш-
но защитил на немецком языке докторскую 
диссертацию по теме «Untersuchungen über 
den Einfluß gesteigerter Kalziumzufuhr auf den 
Befall mit Askariden bei Tieren im besonderen 
Hindblick auf die Pelztierzucht (sowie über die 
Möglichkeit der ausschließlichen Fleischfütterung 
der Karnivoren unter gleichzeitiger Zugabe eines 
Kalkvitaminpräperates) {von Ilja Winnitzky» («Ис-
следование о влиянии усиленного введения в 
организм солей кальция на течение аскаридоза 
животных, в частности пушных зверей (а так-
же о возможности кормления млекопитающих 
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Фото 2. Родители И. М. Винницкого – В. Б. Винницкая (1881 – 1942), М. Ф. Винницкий (1880 – 1919), 
бабушка со стороны матери П.Ф.Сегаль (урожд. Гордон) (1849 – 1919?), дядя, продолживший его вос-

питание И.Б.С (Д)егаль (1875 – 1939?) с супругой

исключительно мясом при одновременной даче 
кальцивитаминного препарата)»), получив сте-
пень доктора философии (PhD) Лейпцигского 
университета.

Во время учебы подрабатывал переводчиком 
в советских учреждениях, находившихся в Гер-
мании (выставки торгового представительства 
на Лейпцигской ярмарке и др.), преподавал язык 
в Лейпцигской рабочей школе, был членом Со-
юза студентов СССР в Германии.  После при-
хода к власти в Германии2 нацистов вернулся в 
СССР к матери.

После возвращения в СССР работал ученым 
специалистом во Всесоюзном НИИ пушно-ме-
хового и охотопромыслового хозяйства (1933–
1934), где в частности готовил обзоры иностран-
ной прессы (см., например, «Основы рациональ-
ного кормления плотоядных пушных зверей с 
хозяйственной и биологической точки зрения», 
ВНИПО, Обзор инпрессы, декабрь 1933 г. №4).

Зрелость и профессиональные достиже-
ния. Уже в возрасте 24 лет (в период с 01.04.1934 
по 01.02.1935 годы) Илья Маркович заведовал 
кафедрой зоологии и паразитологии Немецкого 
сельскохозяйственного института с исполнени-
ем обязанностей профессора (г. Энгельс). Моло-
дой профессор читал лекции по паразитологии, 
обучение шло на немецком языке.3 

В 1935 году был утвержден Наркомздравом 
РСФСР в ученом звании доцента и степени кан-
дидата биологических наук без защиты диссер-
тации в порядке ностратификации и признания 
научных работ, защищенных в Германии (Про-
токол заседания Высшей квалификационной ко-
миссии НКЗдрава РСФСР №23/9 от 8.05.1935).

2Членская карточка №119 от 21.11.1928.
3Справка Немецкого Сельско-Хозяйственного института от 
22.02.1935 №13.

Симферополь. Заведующим кафедрой ме-
дицинской биологии Крымского медицинского 
института (им. И.В. Сталина) Илья Маркович 
стал в 1935 году, где работал до 1938 года. Одно-
временно работал заведующим гельминтологи-
ческим отделением. Подготовил и опубликовал 
ряд научных работ по ранее начатым направ-
лениям исследований (см., например, «К эпи-
демиологии глистных заболеваний татарского 
населения южного берега Крыма», Крымский 
мединститут, 1936; «Изучение действия раз-
личных антигельминтиков на аскарид in vitro», 
Крымский мединститут, 1937; «Экологическое 
изучение миграции личинок аскарид и проблема 
иммунитета к аскаридозу», в Сборнике: «Труды 
конференции по медицинской биологии, органи-
зованной Институтом экспериментальной био-
логии и патологии» / Под ред. академика Бого-
мольца, Киев, 15-19.11.1936. Издано в 1937 г. С. 
191 – 202 и др.). 

9 мая 1936 г. приказом №84 по Крымскому 
мединституту премировался за лучшие показа-
тели по учебной, научной и общественной ра-
боте. 

В режиме научной дискуссии результаты ис-
следований в этот период в области эксперимен-
тальной гельминтологии, экологии и филогении 
гельминтов были доложены и обсуждены на 
конференции по медицинской биологии в Ки-
еве в 1936 г. 

Кроме того, в своем отзыве от 26.01.1940 
г. заведующий кафедрой общей биологии 2-го 
Московского медицинского института, профес-
сор Бляхер высоко оценивает оборудованную в 
период с 1935 по 1938 гг. в Симферопольском 
медицинском институте научно-исследователь-
скую лабораторию, приспособленную для ис-
следований в сфере паразитологии (в т.ч. для 
изучения проблем иммунитета к аскаридозу). В 
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1937 – 1938 г.г. И. М. приступил к работе и над 
докторской диссертацией по паразитологии. 

Арест. И. М. Винницкий был арестован 
22.01.1938 г. НКВД Крыма по статье 58-6, 10 УК 
РСФСР. Основанием для ареста «служила пред-
положенная связь с фашистским агентом - про-
фессором Шпреном» (имелся в виду профессор 
Лейпцигского университета, специалист в сфере 
паразитологии и ветеринарии Курт Эрих Вилли 
Шпрен. На работы К. Э. В. Шпрена, как на про-
фильного специалиста, имелись многочислен-
ные ссылки в немецкой докторской диссертации 
(PhD) Ильи Марковича. 

Находясь в заключении, Илья Маркович не-
смотря на пытки, вину не признал, направлял 
многочисленные жалобы, затем объявил голо-
довку в знак протеста против незаконных мето-
дов следствия. Некоторое время находился при 
тюремной больнице и подвергался принудитель-
ному кормлению. В апреле 1939 года руководи-
тель НКВД Ежов был арестован, некоторые на-
чатые дела начали пересматриваться. 

29 ноября 1939 года Илья Маркович был ос-
вобожден из-под стражи НКВД Крыма за недо-
казанностью обвинения [2]. На свободу ученый 
вышел больным человеком, но не сломленным. 
Через органы прокуратуры к концу 1939 г. до-
бился полной реабилитации4, в череде судеб-
ных процессов добился возвращения квартиры5, 
взыскание заработной платы6, восстановления 
в должности7. Но поскольку заведующим кафе-
дрой общей биологии в Крымском мединституте 
уже был избран другой специалист, Народным 
комиссаром здравоохранения РСФСР Третья-
ковым (разъяснение от 21.12.1939 №2124, при-
каз от 4.04.1940 №269) были предложены Илье 
Марковичу на выбор несколько аналогичных 
должностей в различных научных центрах стра-
ны. И.М. Винницкий выбрал кафедру общей 
биологии Томского медицинского института, где 
в дальнейшем прошли наиболее плодотворные 
годы его научной работы.

Томск. С 1940 года Илья Маркович (фото 3) 
заведовал кафедрой общей биологии Томского 
медицинского института (ТМИ) [3]. Активно за-
нимался научной работой, готовил докторскую 
диссертацию. Имел в связи с этим научные ко-
мандировки в 1940 г. в Институт эксперимен-
тальной биологии патологии (директор акаде-
4Письмо Прокурора РСФСР (отдел общего надзора) от 17.01.1940 
№4-В-127-38 (вз-в; 11.01.40, исполнитель Двуреченский).
5Решение Зам. наркома здравоохранения Крымской АССР от 
08.12.1939 №1/8; Определение Верховного Суда Крыма по 
гражданской судебной коллегии от 20.06.1940 гр.д.№9-3572.
6Решение народного суда 1-го участка Железнодорожного района 
г. Симферополя Крымской АССР (Председательствующий судья 
Макаров, заседатели Бакулина и Полищук) от 17.03.1940.
7Определение Верховного Суда Крымской АССР по гражданской 
судебной коллегии от 27.03.1940, гр.д.№9-1774.

мик А. А. Богомолец) и в 1941 г. на кафедру 
патологической анатомии 1-й Московского ме-
дицинского института (директор академик А. И. 
Абрикосов). В этот же период, командировался 
с научной целью в Украинский институт экспе-
риментальной биологии и патологии (г. Киев), 
2-й Московские медицинский институт, Инсти-
тут экспериментальной биологии и патологии (г. 
Ленинград).

Фото 3. Илья Маркович Винницкий

С 1941 года был членом совета ТМИ. С на-
чалом войны подал заявление добровольцем на 
фронт, однако был направлен для чтения лекций 
в формирующиеся в г. Томске госпиталя для эва-
куируемых раненых (без отрыва от основной ис-
следовательской работы). Во время Великой От-
ечественной войны состоял в лекторской группе 
Томского городского лекционного бюро и читал 
популярные лекции по биологии в частях Крас-
ной армии и военных госпиталях. Подготовил 
ряд принципиальных научных публикацией, в 
т. ч.:

(1) Сравнительное изучение защитных ре-
акций организма различных видов на параэнте-
рально внедренных и живущих нематод, Докла-
ды Академии Наук СССР, Т. XIV, №4, 1944;

(2) Причины, происхождение и значение 
миграции личинок аскарид, Доклады Академии 
Наук СССР, Т. XLVI, № 6, 1945; 

(3) Эволюция биологических циклов нема-
тод отряда Ascaridida, Известия Академии Наук 
СССР, №4, 1946.

Сохранились множество газетных статей в 
местных изданиях г. Томска, где выражалась 
благодарность за чтение лекций И. М. Винниц-
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ким в госпиталях и частях Красной Армии и 
популяризацию научных знаний.1

8 Ученый был 
награжден грамотами Томского ДКА2

9 и коман-
дованием МЭП-473

10, отдельных госпиталей4

11, 
общественными организациями ТМИ, Томского 
Горкома ВКП(б) и Горисполкома и т. п.

Кроме фундаментальных научных исследова-
ний, И. М. Винницкий являлся председателем 
культурно-массовой секции Томского дома на-
уки и техники; активно руководил работой сту-
денческого научного кружка кафедры биологии; 
принимал участие в пополнении новыми экспо-
натами кафедрального биологического музея и 
т. п.

После начала войны, мама Ильи Марковича 
в 1941 г. в связи с угрозой оккупации Симферо-
поля фашистскими войсками, также эвакуиро-
валась в Томск (фото 4), однако не выдержала 
военных условий, заболела тифом и скончалась 
в больнице Томска практически сразу по при-
езду к сыну в январе 1942 г.

В 1943 году в совете ВИЭМ (Всесоюзного 
института экспериментальной медицины) за-
щитил диссертацию «Экспериментальное эко-
лого-филогенетическое изучение зависимостей 
между гистогенными защитными реакциями 
организма хозяина и биологическими циклами 
развития некоторых паразитических нематод» 
на соискание ученой степени доктора биологи-
ческих наук (Протокол №15 от 3.11.1943) (фото 
5). Официальными оппонентами его работы 
были профессор Н. И. Латышев, профессор Л. 
Я. Бляхер, профессор Л. М. Шабад. В 1944 году 
была утверждена ВАК ученая степень доктора 
биологических наук (26.11.1944), а в 16.01.1945 
г. И. М. Винницкий был утвержден в звании 
профессора.

В ноябре 1944 г. по состоянию здоровья И. 
М. Винницкий был переведен в г. Кисловодск в 
научный центр с более мягким климатом (Про-
токол №2 заседания Ученого Совета Кисловод-
ского медицинского института Наркомздрава 
СССР от 10.11.1944). Илья Маркович был из-
бран по конкурсу заведующим кафедрой биоло-
гии). Однако в связи с расформированием в 1945 
г. института и переводом его штата в освобож-
8«Красное знамя» №156 от 03.08.1943; «Советская здравница» 
№129 (150) от 24.10.1944; «Большевистская сталь» №125 (3396) от 
16.06.1943 и др.
9Приказ №12б по Дому Красной армии Томского гарнизона от 
26.08.1941; Грамоты от того же учреждения от 29.11.1941, от 
26.09.1944 и др.
10Отзыв Управления местного эвакопункта №47 от 8.09.1942 №М-
1772 по г. Томску; благодарность этого же Управления – Приказ 
№38 от 21.02.1942 и др.
11Отзыв Эвакуационного госпиталя №1248 от 28.11.1942 по г. Томску 
(подписано зам. начальника госпиталя Колесником.), Приказ №200 
от 19.06.1943 по Эвакогоспиталю №1242, Благодарность Военного 
госпиталя №408 от 24.02.1943 №А/2402 по г. Томску и др.

Фото 4. Томск. Дом, где проживал Илья 
Маркович

Фото 5. Диссертация на соискание степени док-
тора биологических наук Ильи Марковича 

Винницкого (1943 г.)
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денный г. Кишинёв был вынужден уволиться. В 
этот период Илья Маркович временно работал 
заведующим кафедрой естествознания Пяти-
горского пединститута, пока не был переведен 
в научный центр Свердловского мединститута. 

Свердловск. В 1946 по 1948 годы Илья Мар-
кович заведовал кафедрой биологии Свердлов-
ского государственного медицинского институ-
та. За эти годы произошло становление кафе-
дры, пополнение ее микроскопами, таблицами, 
гистологическими и паразитологическими пре-
паратами. Среди работ И. М. Винницкого, опу-
бликованных в период его работы в г. Свердлов-
ске, можно упомянуть:

(1) О возможности перфорации аскаридами 
неповрежденной ткани организма. В кн.: Гель-
минтол. сборн. М.-Л., Издание Академии Наук 
СССР 1946. С. 69-72. (сборник, посвященный 
академику К. И. Скрябину).

(2) Своеобразная защитная реакция орга-
низма плотоядных на интраперитональное вве-
дение нематод, 1948, Известие Академии Наук 
СССР, №1, С. 53 – 66 и некоторые иные работы 
[4, 5].

В этот период Министром здравоохранения 
СССР И. М. Винницкому присуждались раз-
личные ведомственные награды (благодарность 
Министра СССР, знак «Отличник здравоохране-
ния», медаль «За победу над Германией», «За 
доблестный труд в ВОВ» в 1946 и другие годы). 

И. М. Винницкий читал студентам ряд учеб-
ных курсов и продолжал проведение экспери-
ментов в соответствии с тематикой научной ра-
боты. По воспоминаниям студентов, Илья Мар-
кович был интересным и остроумным лектором, 
умел подать материал и увлечь своим предме-
том, сохранились десятки благодарственных и 
восторженных писем студентов. 

В силу стечения обстоятельств организовать 
полноценную экспериментальную лабораторию 
в г. Свердловске ему не удалось; в феврале 1948 
г. он вынужден был уволиться и обратился в про-
фильное министерство за поиском нового места 
работы. В это же время недавняя выпускница 
СГМИ, ассистировавшая ему в экспериментах 
при проведении операций, стала ему женой и 
отправилась с ним в путь, как тогда казалось, в 
неизвестность. Новое назначение в г. Самарканд 
пришло лишь в конце апреля 1948 г. 

Самарканд. С 1948 г. И.М. Винницкий про-
фессор Узбекского государственного универси-
тета (УзГУ) в г. Самарканде, он занял должность 
заведующего кафедрой зоологии беспозвоноч-
ных (фото 6). 

В этот период работа Ильи Марковича была 
главным образом сосредоточена на вопросах 
экспериментальной гельминтологии, экологии 

Фото 6. Заведующий кафедрой зоологии беспоз-
воночных УзГУ, 1950 г. Илья Маркович Винниц-

кий с семьей – супругой и сыном Владимиром

и филогении гельминтов. Он выступал с до-
кладами о результатах исследований в этой об-
ласти на конференции, созванной Всесоюзным 
гельминтологическим обществом при Академии 
наук СССР в г. Москве в 1948 г. и посвящен-
ной 70-тилетию академика К. И. Скрябина, на 
Всесоюзном съезде анатомов, гистологов и эм-
бриологов в Ленинграде в 1949 г. и др. Являлся 
председателем комиссии по учебной и научной 
работе Центрального объединенного профкома 
УзГУ. Во время работы в г. Самарканде, кроме 
ряда научных статей, И. М. Винницким были 
подготовлены две монографии:

1 - Экспериментальное эколого-филогенети-
ческое изучение зависимостей между гистоген-
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ными защитными реакциями организма хозяина 
и биологическими циклами развития некоторых 
паразитических нематод (10 печ. листов и 62 
табл. с макро и микрофотографиями);

2 - Изучение гистогенных реакций организма 
плотоядных на интерперитонеально введенные 
чужеродные мышцы и пульсирующие сердца (8 
печ. листов и 51 таблица с макро и микрофото-
графиями). 

Министерство высшего образования СССР 
выдало разрешение на выпуск данных моногра-
фий по линии Главлита УзССР. Рецензентом по 
данным работам выступил, в частности, Член-
корреспондент АН СССР, профессор В. А. До-
гель.

К середине 1951 года начался новый всплеск 
борьбы с «космополитизмом», развивалось дело 
врачей, затронувшее в т. ч. 2-й Московский ме-
дицинский институт и т. п. И. М. Винницкий 
не дожил до апогея этих процессов, он умер 13 
мая 1951 г. Вдова И. М. Винницкого пережила 
мужа на 61 год, воспитывала сына. У ученого 
осталось много потомков, некоторые из них за-
нимаются научной работой в других сферах. 
Илья Маркович был похоронен в г. Самарканде, 
в связи с угрозой разрушения кладбища в 2017 
году его прах был перенесен на семейное клад-
бище в г. Екатеринбурге.

Научная деятельность. Илья Маркович 
Винницкий занимался вопросами эксперимен-
тальной паразитологии. Основные интересы – 
миграция личинок аскариды, генетика (фото 7). 
Изучал миграцию личинок аскарид и в особен-
ности процесс смены хозяев, эволюцию защит-
ных реакций организма хозяина. 

Первые работы И. М. Винницкого были опу-
бликованы в 1932 году и демонстрируют опыты, 
проведенные по изучению процессов миграции 
личинок аскарид. И.М. Винницкий и его коллеги 
предложили оригинальную методику введения 
живых аскарид – в перитонеальную полость жи-
вотных различных видов. 

Результаты и выводы основаны на внуши-
тельных по своему размаху экспериментах. 
Илья Маркович и его коллеги проделали экспе-
рименты с использованием – морских свинок, 
кроликов, котят, щенят, кур. Интересными вы-
водами являются данные об эволюции защитно-
приспособительных механизмов, происходящих 
у эмбрионов и личинок, в результате которых 
произошло образование мощнейших защитных 
яйцевых оболочек. По мнению авторов, в связи 
с этим личинки перестали покидать яйцо и за-
ражение per os стало необходимостью [6; 7]. 

В работах описаны механизмы, происходя-
щие в системе «паразит-хозяин», связанные с 
адаптивной способностью паразита нейтрали-

Фото 7. Заведующий кафедрой биологии меди-
цинской Медицинской академии им. С.И. Геор-

гиевского (современные названия кафедры и 
академии) в период 1935-1938 г.  Илья Маркович 

Винницкий

зовать защитное для хозяина действие реакции 
инкапсуляции. «…Вероятность реализации по-
тенциала факультативного промежуточного хо-
зяина у нематод (в частности аскарид), когда 
полностью инкапсулированные личинки оста-
ются живыми в течение длительного времени 
делает возможным поражение ими. Проявляя 
видовую специфичность к определенным хо-
зяевам – на стадии личинки они такой видовой 
специфичностью не характеризуются». Вывод 
был очень интересным с точки зрения возмож-
ности заражения морских животных [8].

Илья Маркович не боялся высказывать те-
ории и предположения, которые были диаме-
трально противоположны выводам Фюллебор-
на, Вюльнера, Камерона. 

Эволюция с точки зрения Ильи Марковича 
шла не путем «выпадения», а, наоборот, путем 
«включения» в их цикл развития промежуточ-
ных хозяев – факультативных и облигатных 
[9]. Описаны явления интоксикации, дегенера-
тивные явления, наступающие в ряде органов 
при паразитировании. В результате этих опытов 
было подтверждено, что токсины аскарид вызы-
вают расстройство кровообращения и дегенера-
тивные изменения внутренних органов. Опыты 
подтверждали наличие в полостной жидкости 
свежих аскарид очень быстро действующего 
сильного яда, специфически влияющего на стен-
ки капилляров, парализующего контрактильную 
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способность, в результате чего происходило рас-
ширение сосудистой сетки, переполнение кро-
вью и внутриорганные кровоизлияния. Было 
подтверждено, что в содержимом аскаридной 
жидкости присутствуют факторы свертывания 
крови. А также показано наличие в яде аскарид 
нейротоксического яда, действующего на мотор-
ную и чувствительную части ЦНС [10]. Было 
показано, что в свежих аскаридах содержатся 
летучие вещества, вызывающие аллергические 
реакции. Наблюдения и выводы были получены 
в многочисленных экспериментах. Они позволи-
ли дополнить и описать функции врожденного и 
приобретенного иммунитета. 

Эксперименты, проведенные И. М. Винниц-
ким показали, что антитоксический иммунитет, 
приобретенный в результате введения живых 
аскарид в брюшную полость, не обладает видо-
вой специфичностью, то есть иммунизированные 
одним видом аскарид животные становятся не-
восприимчивыми к токсинам другого вида [10]. 

Такие выводы были получены в результате 
проведения экспериментов с введением сыво-
ротки иммунизированных морских свинок не-
иммунизированным. Были выявлены специфиче-
ские антитела, которые вырабатываются на 6-12 
сутки после введения животным живых аскарид 
в брюшную полость. Было еще раз продемон-
стрировано, что антитоксический аскаридный 
иммунитет и аскаридоцидный иммунитет носит 
временный характер (кафедра общей биологии 
Томского медицинского института, 11.09.1944 г.)

Работы И.М. Винницкого получили высокую 
оценку Академиков И. Ф. Шмальгаузена, К. И. 
Скрябина, Н. Г. Хлюпина, Н. М. Кулагина, чле-
на-корреспондента Академии Наук В. А. Доге-
ля, профессоров Л. Я. Бляхера, Н. И. Латышева, 
Л. М. Шабада, Д. Дайнеки и некоторых других. 
А вклад профессора в систему образования бу-
дущих врачей определяется разработанной им 
программой по курсам общей биологии, зооло-
гии и паразитологии, утвержденные ВКВШ и 
рекомендованной для преподавания в медицин-
ских институтах СССР. 
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ношения с Академиком К. И. Скрябиным и дру-
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ми (фото 8).
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РЕЗЮМЕ
На сегодняшний день для медицинского сообщества особенно актуальна проблема своевременной 

диагностики генетических нарушений плода. На данный момент наиболее эффективными являются 
молекулярно-генетические методы – большая и разнообразная группа методов, предназначенная для 
выявления повреждений в структуре участка ДНК вплоть до расшифровки первичной последовательности 
оснований. Появление молекулярно-генетических методов открыло в изучении хромосом человека и их 
нарушении новое измерение – субмикроскопический уровень. Основными исследованиями, используемыми 
в клинической практике, являются: определение кариотипа; изучение материала замерших беременностей; 
исследование ооцитов и сперматозоидов; пренатальная инвазивная и неинвазивная диагностика; генетическое 
консультирование. Метод флуоресцентной гибридизации in situ (FISH), позволяет объективно выявлять 
нуклеотидный состав конкретной хромосомы или локуса. FISH-анализы важны для клинической диагностики 
различных хромосомных аномалий, включая делеции, дупликации и транслокации. 

Ключевые слова: молекулярно-генетические методы; пренатальная диагностика; 
хромосомные аномалии.

MOLECULAR-GENETIC APPROACHES TO DIAGNOSTICS OF HEREDITARY PATHOLOGY

Archipenko A. L.1, Berenshtein M. V.1, Ukhabotina A. V.1, Fomochkina I. I.2, Nuriddinova E. S.2

1Central Research Laboratory, 2Department of General and Clinical Pathophysiology, Medical Academy named after 
S.I. Georgievsky of Vernadsky CFU, Simferopol, Russia

SUMMARY
Today, the problem of timely diagnosis of fetal genetic disorders is especially urgent for the medical community. 

At the moment, the most effective are molecular-genetic methods - a large and diverse group of methods designed to 
detect damage in the structure of a DNA section up to deciphering the primary sequence of bases. The emergence 
of molecular-genetic methods has opened up a new dimension in the study of human chromosomes and their viola-
tion - the submicroscopic level. The main studies used by healthcare professionals are: determination of the karyo-
type; study of the material of missed pregnancies; examination of oocytes and spermatozoa; prenatal invasive and 
non-invasive diagnostics; genetic counseling. The method of fluorescence in situ hybridization (FISH), allows you to 
objectively identify the nucleotide composition of a particular chromosome or locus. FISH assays are important for the 
clinical diagnosis of various chromosomal abnormalities, including deletions, duplications, and translocations.

Key words: molecular-genetic methods; prenatal diagnostics; chromosomal abnormalities

В 2001 году «Nature» и «Science» опублико-
вали две основополагающие статьи, в которых 
впервые была подробно описана почти полная 
последовательность генома человека [1; 2]. Эти 
исследования стали отправной точкой для ново-
го периода в биомедицине и позволили добиться 
постоянного улучшения диагностики генетиче-

ских нарушений и внедрения геномного анализа 
в клиническую практику. По прошествии 20 лет 
можно утверждать, что картирование большого 
числа генов, ассоциированных с развитием за-
болеваний, изменило проведение традиционных 
эпидемиологических исследований, позволило 
расшифровать этиологию многих генетических 
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болезней, разработать методы генетического 
прогнозирования заболеваний, расширить воз-
можности медико-генетического консульти-
рования [3]. Реализация проектов националь-
ного уровня, таких как «Ноев ковчег» в МГУ 
им. М.В. Ломоносова и «Российские геномы» 
в Санкт-Петербургском государственном уни-
верситете способствует дальнейшему развитию 
и совершенствованию геномных технологий, 
обеспечивает создание единого биоколлекци-
онного пространства, в котором аккумулируют-
ся самые разнообразные данные о максимально 
возможном количестве биологических образцов 
[4; 5]. Развитие и масштабирование исследова-
ний в данной области позволит в перспективе 
открывать новые варианты лечения различных 
заболеваний, основывающиеся на технологиях 
геномного редактирования, для улучшения здо-
ровья человека в целом. 

Молекулярно-генетические методы – боль-
шая и разнообразная группа методов, предназна-
ченная для выявления вариаций (повреждений) 
в структуре участка ДНК (аллеля, гена, региона 
хромосомы) вплоть до расшифровки первич-
ной последовательности оснований. Хотя ДНК-
диагностика основана на сложных, трудоемких 
и относительно дорогостоящих исследованиях, 
она имеет важные преимущества перед тради-
ционными методами диагностики. С помощью 
ДНК-диагностики можно решать задачи, кото-
рые часто не удается решить другими метода-
ми: подтверждение клинического диагноза или 
дифференциальная диагностика, досимптомати-
ческая диагностика – когда клинические призна-
ки заболевания с поздним дебютом отсутствуют, 
разнообразные подходы к пренатальной диагно-
стике [6].

В настоящее время состояние репродуктив-
ного здоровья в России вызывает обеспокоен-
ность. Важнейшими факторами, которые влия-
ют на процесс снижения состояния репродук-
тивного здоровья населения, являются мужской 
и женское бесплодие, невынашивание беремен-
ности, рождение детей с множественными врож-
денными пороками развития и др. Поскольку 
репродуктивные потери зачастую могут быть 
обусловлены генетическими факторами, для их 
выявления в настоящее время широко применя-
ются цитогенетические и молекулярно-генети-
ческие исследования. Рост числа супружеских 
пар, применяющих вспомогательные репродук-
тивные технологии (ВРТ), способствует еще 
более широкому внедрению указанных методов 
в лабораторную практику. В связи с этим, цель 
настоящего обзора – рассмотреть современные 
методы и подходы к молекулярно-генетической 
диагностике в сфере репродуктивного здоровья, 

оценить преимущества и недостатки, выявить 
наиболее перспективные подходы, а также опре-
делить перспективы развития данной отрасли в 
междисциплинарном аспекте.

Развитие медицинской генетики в мире шло 
по пути создания центров, в которых можно 
провести любую генетическую диагностику с 
использованием самых современных методов, 
включая цитогенетические и молекулярно-цито-
генетические. На национальном уровне разви-
тие клинической цитогенетики и молекулярной 
генетики набирает обороты, причем широкое 
внедрение ВРТ отчасти явилось стимулом для 
их развития, поскольку генетические тесты про-
водятся в репродуктивной медицине для трех 
основных целей: выявление причин бесплодия, 
выявление генетических заболеваний, передаю-
щихся потомству, и оптимизация ВРТ. Основны-
ми исследованиями, направленными на совер-
шенствование оказания медицинской помощи в 
сфере репродуктивного здоровья, являются: 

1. исследование конституциональных осо-
бенностей индивидуума – определение 
кариотипа;

2. изучение материала замерших беремен-
ностей для выяснения причин как при 
естественной беременности, так и в ци-
клах экстракорпорального оплодотворе-
ния (ЭКО);

3. исследование ооцитов и сперматозоидов;
4. пренатальная инвазивная, включая пре-

димплантационную генетическую диа-
гностику (ПГД) в циклах с применением 
ВРТ, и неинвазивная диагностика с це-
лью профилактики хромосомной патоло-
гии у плода;

5. генетическое консультирование.
Кариотипирование супружеской пары пред-

ставляет собой основной лабораторный метод 
диагностики хромосомных аномалий в репро-
дуктивной медицине. Установлено, что каждый 
здоровый субъект является носителем 5/8 гене-
тических изменений, связанных с рецессивными 
генетическими нарушениями; следовательно, 
даже при отсутствии специфических симптомов 
планирование семьи и репродукция нести в себе 
определенные риски. Более того, сообщалось, 
что почти 50% случаев бесплодия связаны с ге-
нетическими нарушениями [6; 7]. При наличии 
или подозрении на генетически обусловленный 
репродуктивный риск генетический тест позво-
ляет более точно диагностировать бесплодие и 
дает возможность проинформировать семейную 
пару о возможности передачи болезни потом-
ству. Накопленный опыт свидетельствует, кари-
отипирование рекомендовано следующим груп-
пам пациентов с наличием как мужского, так 
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и женского факторов нарушения репродукции: 
первичное/вторичное бесплодие; нарушение 
сперматогенеза: необструктивная азооспермия, 
тяжелая олигозооспермия (<5 млн/мл спермато-
зоидов в эякуляте), астенозооспермия и др.; пер-
вичная /вторичная аменорея (преждевременная 
менопауза); задержка полового развития; отя-
гощенный акушерский анамнез – привычное 
невынашивание (наличие 2 и более самопроиз-
вольных абортов в І триместре беременности), 
мертворождение, рождение ребенка с множе-
ственными врожденными пороками развития.

Присутствие в кариотипе пациента числовой 
хромосомной аберрации или несбалансирован-
ной перестройки (делеции, дупликации), как 
правило, меняет дозовое соотношение генов, 
поэтому такие изменения повлекут за собой су-
щественные отклонения в фенотипе (клиниче-
ской картине). Напротив, наличие в кариотипе 
аберраций типа сбалансированных перестроек 
– транслокаций (робертсоновские и реципрок-
ные), инверсий, некоторых маркерных хромо-
сом, не несущих структурных генов, зачастую 
не приводят к потере или добавлению генети-
ческого материала. Их носители, как правило, 
фенотипически здоровы, но имеют риск рожде-
ния ребенка с хромосомной патологией. По дан-
ным литературы, если популяционная частота, 
например, таких сбалансированных транслока-
ций не превышает 0,1%, то их частота в группах 
мужчин и женщин с репродуктивными пробле-
мами достигает 6,1% и 8% соответственно [8]. 

Появление молекулярно-цитогенетических 
методов открыло в изучении хромосом чело-
века и их нарушении новое измерение – суб-
микроскопический уровень. Метод флуорес-
центной гибридизации in situ (FISH), позволяет 
объективно выявлять индивидуальные хромо-
сомы и их отдельные участки на метафазных 
пластинках или интерфазных ядрах на основе 
особенностей их молекулярно-генетического 
строения – нуклеотидного состава конкретной 
хромосомы или локуса. Флуоресцентная гибри-
дизация in situ – метод, в котором используются 
флуоресцентные зонды, которые связываются 
только с теми частями хромосомы, которые об-
ладают высокой степенью комплементарности 
последовательностей. FISH-анализы важны для 
клинической диагностики различных хромосом-
ных аномалий, включая делеции, дупликации и 
транслокации. В настоящее время мультифлуо-
ресцентный FISH, в котором каждая хромосома 
окрашивается в свой цвет, может быстро скани-
ровать набор хромосом с ограниченным разре-
шением. На практике использовать полный на-
бор из 24 зондов нецелесообразно; вместо этого 
выбирают от пяти до семи зондов для хромосом, 

наиболее часто участвующих в анеуплоидии 
(например, 13, 14, 15, 16, 18, 21, 22 и X). Ос-
новными преимуществами метода флуоресцент-
ной гибридизации in situ является возможность 
анализа интерфазных и метафазных хромосом, 
что устраняет необходимость в культуре клеток. 
При FISH-анализе можно одновременно контро-
лировать несколько сайтов, если зонды гибри-
дизации были помечены разными флурофорами. 
Метод дает быстрые результаты (через 1-2 дня), 
предлагает высокую аналитическую специфич-
ность (более 98%). Метод флуоресцентной ги-
бридизации in situ превращается в необходимую 
аналитическую процедуру в ходе цитогенети-
ческого исследования и стал востребованным 
сегодня в пре- и постнатальной диагностике, в 
мониторинге зигот после искусственного опло-
дотворения в процедуре ПГД в ходе селекции 
эмбрионов с нормальным кариотипом и т.д. При 
этом метод не лишен и некоторых недостатков, 
среди которых ограниченная количеством вы-
бранных зондов способность обнаруживать хро-
мосомные аномалии, отсутствие информации о 
других хромосомах, которые не подвергались 
тщательной проверке. Невозможность обнару-
жения некоторых структурных хромосомных 
аномалии (например, инверсии).

Кроме FISH-анализа, все более широкое ис-
пользование инструментов, NGS (секвенирова-
ния следующего поколения), как для диагно-
стических, так и для исследовательских целей, 
позволяет нам эффективно расширить наши 
знания в этой области, что важно при кариоти-
пировании пациентов с репродуктивными про-
блемами, поскольку хромосомные изменения в 
кариотипе такой группы пациентов, как прави-
ло, не имеют отклонений в фенотипе [9].

Изучение материала замерших беременно-
стей І триместра (наиболее доступный вари-
ант  – ворсины хориона) для выяснения причин 
как при естественной беременности, так и в 
циклах экстракорпорального оплодотворения, 
также выступает объектом для цитогенетиче-
ской диагностики супружеских пар с репродук-
тивными проблемами. Кариотип клеток экстра-
эмбриональных оболочек плода хориона (пла-
центы), как правило, соответствует кариотипу 
зародыша. Этот материал можно получить при 
спонтанно замершей беременности у группы 
женщины с диагнозом привычное невынашива-
ние (по определению ВОЗ – наличие в анамнезе 
у женщины подряд трех и более самопроизволь-
ных прерываний беременности в сроках до 22 
недель). Представления о структуре хромосом-
ных аномалий среди замерших беременностей 
сформированы на основе результатов много-
численных цитогенетических исследований 
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различных тканей зародышей, выполненных с 
использованием стандартного анализа метафаз-
ных хромосом. 

В структуре выявленных хромосомных абер-
раций в культуре абортного материале преоб-
ладают полиплоидии- 40%, трисомия 21 – 18% 
трисомия 16 -11%, трисомия 18- 8%, трисомия 
13 – 4%, моносомия Х – 10%, прочие – 9% 
(рис.1) [10]. 

Рис.1. Транслокационная форма синдрома Дау-
на. 46, XY, der(14;21)(q10;q10)+21)

Однако, до 30% образцов тканей спонтан-
ных абортусов оказываются не доступными для 
стандартного цитогенетического анализа вслед-
ствие дегенерации клеток [11]. Более широкие 
возможности исследования кариотипов матери-
ала абортусов дает молекулярно-цитогенетиче-
ский анализ: FISH и NGS. 

Основными задачами изучения материала 
замерших беременностей І триместра являет-
ся выявление пациентов-носителей сбаланси-
рованных перестроек хромосом; выделение 
группы пациентов, у которых невынашивание 
неоднократно сопровождается той или иной 
хромосомной аномалией в кариотипе эмбри-
она и подготовка для них соответствующих 
рекомендаций. В семьях с невынашиванием и 
отягощенным акушерским анамнезом при нор-
мальном кариотипе родителей и нормальном 
кариотипе абортуса целесообразно проведение 
хромосомного микроматричного анализа с це-
лью определения микроделеций и микродупли-
каций. К ограничениям анализа относится не-
возможность выявления мозаицизма, полипло-
идии, сбалансированных транслокаций, а также 
микроделеций и микродупликаций за границами 
разрешающей способности метода.

Пациентам с проблемами репродуктивного 
характера может быть рекомендована генетиче-

ская диагностика половых клеток – ооцитов и 
сперматозоидов. Если носителем хромосомной 
аномалии (сбалансированной или несбаланси-
рованной, например, мозаичной формы синдром 
Тернера), является женщина, то возможно вы-
полнение биопсии полярных телец с их последу-
ющим генетическим тестированием. Такая про-
цедура представляет собой один из вариантов 
предимплантационной генетической диагности-
ки. В цитогенетической лаборатории полярные 
тельца тестируют с помощью флуоресцентной 
гибридизации in situ либо на наличие анеупло-
идий по хромосомам (Х, Y, 18, 13, 21, 22, 16 и 
др.), либо на наличие структурной перестрой-
ки, которая ранее была обнаружена в кариотипе 
матери. Выполнение исследования способствует 
повышению вероятности наступления беремен-
ности в цикле ЭКО; уменьшению числа выки-
дышей; снижению риска потери беременности 
при других вариантах выполнения пренатальной 
диагностики – инвазивных методах (амниоцен-
тез, хориоцентез), проводимых на более поздних 
сроках беременности. Надежность диагностиче-
ского метода составляет более 90%.

Диагностика генетических нарушений спер-
матозоидов. Известно, что генетические фак-
торы обусловливают, по крайней мере, 30–50% 
всех случаев тяжелых форм бесплодия у муж-
чин. Среди этих факторов выделяют основные 
три: изменения генетического аппарата на уров-
не хромосом – хромосомные аномалии (ХА), на 
уровне гена или группы генов (мутации), на 
уровне изменений тотальной ДНК (дисперсия 
хроматина и фрагментация ДНК). Вот почему, 
кроме стандартных морфологических, биохи-
мических тестов, при мужском бесплодии реко-
мендовано применять молекулярно-цитогене-
тические и молекулярно-генетические методы, 
которые позволяют оценить состояние генетиче-
ского аппарата соматических и половых клеток 
у мужчин. 

Метод FISH широко используют для ис-
следования интерфазных ядер половых кле-
ток (сперматозоидов) на предмет обнаружения 
многочисленных ХА (анеуплоидий). ХА в ядрах 
сперматозоидов могут встречаться у мужчин как 
с нормальным кариотипом, так и с измененным, 
однако с разной частотой. Доказано, что в по-
следней группе их частота выше. Присутствие 
в кариотипе пациента числовой хромосомной 
аберрации или несбалансированной перестрой-
ки (дупликации), как правило, меняет дозовое 
соотношение генов, поэтому такие изменения 
повлекут за собой существенные отклонения в 
фенотипе (клиническая картина). Напротив, на-
личие в кариотипе аберраций типа сбалансиро-
ванных перестроек – транслокаций (робертсо-
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новские и реципрокные), инверсий, некоторых 
маркерных хромосом, не несущих структурных 
генов, зачастую не приводят к потере или добав-
лению генетического материала. Их носители, 
как правило, фенотипически здоровы, но имеют 
риск рождения ребенка с хромосомной патоло-
гией. По данным литературы, если популяцион-
ная частота, например, таких сбалансированных 
транслокаций не превышает 0,1%, то их частота 
в группах мужчин и женщин с репродуктивны-
ми проблемами достигает 3,0–6,2% и 0,7–9,8% 
соответственно.

В последние годы широкую популярность 
приобрела гипотеза о том, что снижение ре-
продуктивной функции иногда связано с па-
тологическим состоянием общей ДНК спер-
матозоидов (фрагментированость – наличие 
одноцепочечных и двоцепочечных разрывов 
ДНК, неправильная упаковка хроматина и др.). 
В руководстве European Association of Urology 
по диагностике и лечению мужского бесплодия 
указано, что фрагментация ДНК сперматозоидов 
снижает шансы на зачатие естественным путем 
и повышает риск невынашивания беременности. 
В настоящее время патофизиологические меха-
низмы, приводящие к фрагментации ДНК, еще 
не изучены. Предполагают, что причиной могут 
быть дефекты созревания хроматина спермато-
зоидов во время ремоделирования ядер в спер-
матидах, сперматозоиды с апоптотическими 
признаками в эякуляте и окислительный стресс, 
когда продуцируемые активные формы кислоро-
да подавляют антиоксидантную защиту. 

Доказано, что не всегда дефектный сперма-
тозоид внешне выглядит патологическим, а это 
особенно важно при проведении процедуры 
ICSI, поскольку сперматозоиды, которые под-
бирают для цикла на основе нормальной мор-
фологии, могут иметь повреждение на уровне 
молекулы ДНК. Предположительно сперматозо-
ид с фрагментированной ДНК может оказывать 
отрицательное влияние на ранние этапы эмбри-
онального развития, особенно на формирование 
бластоцисты, что приводит к замиранию бере-
менности. Таким образом, анализ фрагментации 
ДНК сперматозоидов может служить эффектив-
ным прогностическим инструментом, выявляю-
щим мужской фактор нарушения фертильности. 
В норме содержание сперматозоидов, несущих 
фрагментированную ДНК, не должно превы-
шать, по данным разных авторов, 20–30%. 

Наиболее часто применяемыми тестами 
для определения фрагментации ДНК являются 
Comet, TUNEL и анализ дисперсии хромати-
на (Halo). Метод Comet основан на принципе 
электрофореза, в результате которого фрагмен-
ты ДНК движутся от её основной массы в виде 

«хвоста кометы». Метод TUNEL основан на 
флуоресцентной маркировке свободных концов 
нуклеоидных последовательностей, благодаря 
которой удаётся фиксировать количество одно-
цепочечных и двуцепочечных разрывов ДНК. 
Метод Halo, в отличие от других, выявляет не 
повреждённую, а цельную ДНК, вокруг которой 
образуется «ореол» из двуцепочечных петель 
после удаления протаминов.

Подходы к преодолению повышенной фраг-
ментации в сперматозоидах человека начинают 
только разрабатываться, поэтому, ввиду небла-
гоприятного влияния высокого уровня фрагмен-
тации ДНК сперматозоидов на вынашивание 
беременности и частоту выкидышей, необходи-
мо своевременное определение индекса фраг-
ментации ДНК сперматозоидов и его коррекция 
такими методами, как изменение образа жизни, 
медикаментозная терапия и, в особых случаях, 
применение тестикулярных сперматозоидов в 
лечебных циклах ВРТ (ЭКО + ICSI).

Пренатальная диагностика – комплекс ме-
роприятий, направленных на выявление врож-
денной и наследственной патологии у плода. Её 
разделяют на неинвазивную и инвазивную. Пре-
натальная неинвазивная диагностика призвана 
формировать группы высокого риска по возмож-
ности возникновения хромосомной (генной) па-
тологии у потомства, в том числе у пациентов с 
репродуктивными проблемами. Основная задача 
такой диагностики – проведение в наиболее ран-
ние сроки скринингов для беременных: в сроке 
11-14 недель проводится ультразвуковой и био-
химический скрининг с расчетом индивидуаль-
ного комбинированного риска по хромосомным 
аберрациям с помощью специальных компью-
терных программ. Группе высокого риска про-
водится инвазивная пренатальная диагностика, 
с целью кариотипирования плода. К неинвазив-
ным пренатальным исследованиям в настоящее 
время следует отнести и неинвазивное прена-
тальное тестирование (НИПТ), которое позво-
ляет при взятии образца крови матери, начиная 
уже с 10 недели беременности, провести гене-
тическое тестирование ДНК. НИПТ основано 
на анализе внеклеточной ДНК (вкДНК) в мате-
ринской крови. Фетальный компонент вкДНК 
составляет примерно 10–20% от общего коли-
чества внеклеточной ДНК. Источником феталь-
ного компонента в ДНК является плацента, но 
она представляет весь генотип плода и быстро 
выводится из кровотока матери во время родов, 
что делает ее специфичной для беременности. 
Благодаря развитию генетических технологий 
стало возможным проводить высокоточный под-
счет одиночных молекул и, таким образом, об-
наруживать небольшие изменения в количестве 
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последовательностей на интересующей хромо-
соме в крови [12].

Неинвазивное пренатальное тестирование 
получило широкую валидацию, включая сравне-
ние со стандартным пренатальным скринингом 
на анеуплоидию. Согласно современным пред-
ставлениям – это высокоточный скрининговый 
тест с чувствительностью до 99% и специфич-
ностью 99,5%, который можно использовать 
для определения риска самой распространен-
ной хромосомной анеуплоидий – трисомии 21 
хромосомы. По другим трисомиям чувствитель-
ность значительно ниже. Данный метод не ли-
шен недостатков. В первую очередь это высокая 
стоимость анализа. Помимо этого, поскольку 
неинвазивное пренатальное тестирование ис-
следует всю вкДНК в материнской крови (фе-
тальный и материнский компоненты), результа-
ты, которые не соответствуют кариотипу плода, 
могут быть получены в результате обнаруже-
ния материнских хромосомных перестроек или 
мозаицизма, в том числе плацентарного, и др. 
[13]. Так же, могут иметь место ложноотрица-
тельные результаты: из-за низкого уровня фе-
тальной вкДНК или технических лабораторных 
сложностей. Таким образом, НИПТ не является 
итоговым диагностическим методом и требует 
подтверждения положительного результата ин-
вазивным исследованием. 

При этом следует отметить, что НИПТ обла-
дает гораздо большей чувствительностью, чем 
традиционные методы скрининга, для трисомии 
21 и значительно снижает потребность в инва-
зивном тестировании [14]. Так, исследование 
почти 16000 несостоявшихся беременностей 
подтвердило более высокие показатели выявле-
ния синдрома Дауна с использованием НИПТ по 
сравнению с традиционным комбинированным 
скринингом в первом триместре с ложнополо-
жительным уровнем 0,06% по сравнению с 5,4% 
и положительной прогностической ценностью 
80,9% по сравнению с 3,4% соответственно [14]. 
В настоящее время в разных странах проводятся 
когортные исследования, направленные на оцен-
ку эффективности и экономическое обоснование 
включения НИПТ в схему скрининговой про-
граммы 1 триместра беременности. Основными 
рекомендованными показаниями для проведе-
ния неинвазивного пренатального тестирования 
является повышенный риск хромосомной пато-
логии по результатам комбинированного скри-
нинга (средние скрининг-риски 1/100-1/300); 
невозможность проведения инвазивной ПД, в 
связи с наличием противопоказаний; угроза пре-
рывания беременности в ранние сроки; желание 
беременной женщины. При этом существуют и 
некоторые ограничения, в виде многоплодной 

беременности, редукции одного эмбриона по 
результатам УЗИ-обследования, применения до-
норских ооцитов или программ с вовлечением 
суррогатной матери и др.

В случае положительного результата НИПТ 
для принятия решения о пролонгировании или 
прерывании беременности рекомендована инва-
зивная пренатальная диагностика. Биопсия вор-
син хориона – один из наиболее оптимальных 
методов инвазивной пренатальной диагностики, 
проводится в период 9-12 недель беременности, 
риск самопроизвольного аборта при биопсии хо-
риона составляет 1% [15]. Процедура включает 
аспирацию плацентарной ткани под ультразву-
ковым контролем и может выполняться с ис-
пользованием чрескожного трансабдоминально-
го, трансвагинального или трансцервикального 
доступа. В настоящее время в РФ подавляющем 
большинстве используется трансабдоминаль-
ный доступ.

Среди методов инвазивной пренатальной 
диагностики также используется амниоцен-
тез – забор амниотической жидкости. В отли-
чие от биопсии ворсин хориона метод являет-
ся культуральным, так называемым «золотым 
стандартом» цитогенетики, т.к. позволяет ис-
ключить возможный плацентарный мозаицизм. 
Оптимальным сроком для проведения данного 
исследования является 16-20 недель. Риск само-
произвольного выкидыша - 1% (рис 2, 3).

Рис.2. Транслокационная форма синдрома Патау 
в биоптате ворсин хориона. 46, ХХ,der(13;14)

(q10;q10)+13.

Еще одним методом инвазивной пренаталь-
ной диагностики является кордоцентез – пунк-
ция пуповины плода. Оптимальный срок вы-
полнения кордоцентеза – 20-22 недель, риск 
самопроизвольного аборта – до 3%. Исследо-
вание лимфоцитов крови плода при кордоцен-
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Рис.3. Синдром Дауна в биоптате ворсин 
плаценты. 47, ХХ,+21.

тезе позволяет выявить генные и хромосомные 
болезни.

Ранее множественные врожденные пороки 
развития, врожденные пороки развития соче-
танные с хромосомными аномалиями, ультра-
звуковые маркеры хромосомных болезней у 
плода или положительные результаты НИПТ, 
сбалансированная хромосомная перестройка у 
кого-либо из родителей, высокий риск рождения 
ребенка с синдромом Дауна по результатам ком-
бинированного индивидуального риска (1:100 и 
выше) являлись абсолютными показаниями для 
проведения инвазивной пренатальной диагно-
стики с целью исключения хромосомных бо-
лезней плода, но после внедрения системы ран-
него пренатального скрининга они значительно 
изменились.

Предимплантационную генетическую диа-
гностику можно рассматривать как один из ме-
тодов пренатальной инвазивной диагностики. 
Проведение ПГД стало возможным благодаря 
появлению метода FISH. Такое генетическое те-
стирование эмбриона проводят еще до переноса 
его в полость матки и наступления беременно-
сти. Впервые ПГД провели в 1988 г. в Лондо-
не (Великобритания). С тех пор в рамках про-
граммы ЭКО процедура ПГД применяется все 
чаще, поскольку позволяет повысить шансы на 
наступление беременности, особенно в позднем 
репродуктивном периоде, а также позволяет све-
сти к минимуму риски появления потомства с 
генетическими аномалиями. Взятие материала 
эмбриона для анализа (биопсия) может прово-
диться на разных сроках развития эмбриона. Од-
ним из вариантов является биопсия полярных 
телец ооцита, о которой мы писали выше. Метод 
технически сложен и имеет существенные огра-
ничения, так как дает косвенную информацию 
только о яйцеклетке, а не об эмбрионе. При-
меняется в основном в странах, где действуют 
ограничения на манипуляции с эмбрионами. 

Биопсия бластомера – выполняется на 3-й день 
развития эмбриона, когда эмбрион состоит из 
6-10 клеток. Ограничением такого метода счи-
тается высокий уровень мозаицизма эмбрио-
нов (до 55-73% по оценкам разных авторов), то 
есть хотя бы одна клетка эмбриона может иметь 
отличное от других количество хромосом. Би-
опсия трофэктодермы бластоцисты – набирает 
все большую популярность в репродуктивной 
медицине – проводится на 5-6 день развития. 
Для анализа забирают несколько клеток наруж-
ной части бластоцисты, которая не вовлечена в 
последующее формирование эмбриона и дает 
начало плаценте. Такой метод биопсии техни-
чески сложен, но имеет преимущества: большее 
количество материала для анализа и гораздо бо-
лее низкий уровень мозаицизма эмбрионов на 
этой стадии развития. Общей характеристикой 
всех этапов биопсии является ограниченное 
количество образцов, доступных для генети-
ческого анализа, – зачастую это одна клетка. 
Именно этот аспект ПГД наиболее технически 
сложный, потенциально он может усугубляться 
неоптимальным качеством биопсии эмбриона и/
или эмбриональных клеток. 

После взятия материала проводят FISH-
диагностику на заинтересованные, согласно 
анамнезу супружеской пары, хромосомы или 
диагностику ДНК одной клетки с помощью 
модификаций полимеразной цепной реакции. 
Хотя FISH-метод обеспечивает точный скри-
нинг определенного числа хромосом, метод 
ограничен тем, что менее половины хромосом 
может быть оценено в каждой биопсированной 
клетке. Установлено, что применение FISH-
диагностики не позволяет обнаружить до 20% 
эмбрионов с аномалиями [16]. Благодаря ПЦР-
методу возможно провести диагностику таких 
заболеваний как муковисцидоз, гемофилия, 
выявить хромосомные нарушения, определить 
антигены HLA и резус-фактор [17]. Протоколы 
ПЦР должны соответствовать определенным 
условиям: результаты должны быть получены 
в максимально сжатые сроки, быть надежными, 
чувствительными и, прежде всего, абсолютно 
точными, чтобы исключить ошибочный диагноз. 
Еще одним методом оценки биоптатов является 
метод сравнительной геномной гибридизации на 
микроматрицах (CGH), который позволяет про-
водить исследование всех хромосом [16; 18]. 
Однако, самым инновационным методом диа-
гностики считается сегодня метод NGS – высо-
копроизводительное секвенирование. 

Предимплантационная генетическая диа-
гностика позволяет значительно повысить эф-
фективность лечения методами ВРТ пациентов, 
страдающих бесплодием, а также предотвратить 
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рождение ребенка с наследственным заболева-
нием [19]. Выявление генетического заболева-
ния у плода методами инвазивной пренатальной 
диагностики предполагает необходимость пре-
рывания беременности; предимплантационная 
диагностика преследует цель наступления бере-
менности изначально здоровым плодом. Прак-
тика показала, что успех программы ВРТ с ПГД 
с применением NGS наступает в 70% случаев 
[19]. Секвенирование следующего поколения 
приобрело популярность благодаря его способ-
ности выявлять несбалансированные трансло-
кации, сегментарные анеуплоидии, некоторые 
триплоидии и более низкие уровни мозаицизма 
более эффективно, чем другие методы [20]. Этот 
аспект имеет важное клиническое значение, по-
скольку у мозаичных эмбрионов, по-видимому, 
нарушена жизнеспособность и снижена вероят-
ность рождения живого ребенка. В связи с этим, 
исходы беременности с выполнением NGS улуч-
шаются за счет исключения таких эмбрионов из 
протоколов ВРТ.

При проведении предимплантационной гене-
тической диагностики полученные бластоцисты 
замораживают, а затем переносят в криопрото-
коле в матку. Безопасность методов ПГД для 
эмбрионов доказана: установлено, что биопсия 
эмбриона не повышает вероятности пороков 
развития человека, родившегося из этого эмбри-
она. Однако необходимо учитывать, что в ходе 
диагностики на эмбрион оказывается дополни-
тельное воздействие, которое несколько снижает 
вероятность наступления беременности по срав-
нению с таким же показателем в классической 
программе ЭКО. Процедура ПГД прежде всего 
рекомендована при носительстве моногенных 
генетических заболеваний, хромосомных нару-
шениях (хромосомные перестройки, в том числе 
транслокации, анеуплоидии); старшем репро-
дуктивном возрасте у женщин; невынашивании 
беременности; повторных неудачных попытках 
ЭКО; тяжелом мужском факторе бесплодия; не-
обходимости определения резус-фактора или 
HLA-типирования эмбриона.

Генетическое консультирование. В настоящее 
время необходимости генетического обследова-
ния пациентов с нарушением репродуктивной 
функции уделяется все большее внимание. Не-
отъемлемой частью этого процесса является 
генетическое консультирование семьи, направ-
ленное на оценку генетического риска и пути 
профилактики рождения ребенка с врожденной 
и наследственной патологией в каждой конкрет-
ной семье. Врач-генетик собирает клинико-ге-
неалогический и акушерский анамнез, проводит 
объективный осмотр пациентов, оценивает ре-
зультаты лабораторных исследований, определя-

ет объем необходимого обследования, оценивает 
генетические риски и рекомендует дальнейшую 
тактику снижения генетического и акушерского 
рисков. 

В ряде случаев в связи с высокими генетиче-
скими рисками для потомства (наличие моно-
генного наследственного заболевания в семье, 
наличие структурных хромосомных перестроек 
у одного из супругов, наличие невынашивания 
в семье неуточненного генеза) семье рекоменду-
ется проведение вспомогательных репродуктив-
ных технологий. 

При высоких рисках по хромосомным па-
тологиям рекомендуется проведение ЭКО с 
предимплантационной диагностикой на хро-
мосомные патологии. При наличии в семье 
наследственной моногенной патологии про-
водится поиск мутаций в опеределенном гене 
вызывающей развитие данного заболевания, 
а в случае Х-сцепленной рецессивной патоло-
гии – определение пола плода. Для исключения 
микроделеций и микродупликаций использу-
ется хромосомный микроматричный анализ 
эмбрионов. Наиболее точным исследованием, 
позволяющим определить максимальное коли-
чество изменений у плода, является метод NGS. 
В случае мужского фактора бесплодия супруга 
и при нормальном кариотипе назначается моле-
кулярно-генетическое исследование, позволяю-
щее определить микроделеции У-хромосомы, 
носительство гена муковисцидоза и количество 
АR-повторов (андрогенного рецептора). Моле-
кулярно-генетическое исследование назначается 
и женщинам с бесплодием и невынашиванием 
для определения мутаций в генах, отвечающих 
за репродуктивную функцию.

В редких случаях, супружеской паре реко-
мендуется ЭКО спермой донора либо ЭКО с до-
норской яйцеклеткой. Такое решение является 
оправданным в случае наличия 5 и более совпа-
дений аллелей в трех локусах генов соедини-
тельной ткани HLA-II класса, при носительстве 
робертсоновской транслокации 21 хромосомы, 
наличие у одного из супругов моногенного за-
болевания или носительство у супругов ауто-
сомно-рецисивного заболевания при невозмож-
ности проведения предимплантационной диа-
гностики.

Следовательно, необходимо, чтобы врач-
генетик, консультирующий по вопросам на-
рушения репродуктивной функции, владел 
знаниями или тесно сотрудничал с врачами 
других специальностей: эндокринологами, ре-
продуктологами, андрологами, гинекологами, 
цитогенетиками и т.д. Однако врач-генетик ре-
шает специфический круг вопросов, которыми 
не занимаются врачи другого профиля, – это 
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определение риска передачи генетического на-
рушения по наследству, методы профилактики 
наследственной патологии, информирование о 
необходимости обследования для других членов 
семьи. Поэтому коллегиальное медико-генети-
ческое консультирование имеет большое значе-
ние для принятия оптимальных решений.

ЗАКЛЮЧЕНИЕ
Подходы к преодолению генетических анома-

лий начинают только разрабатываться, но благо-
даря развитию медико-генетических технологий 
стало возможным обнаруживать минимальные 
изменения в хромосомах как уже развивающе-
гося плода, так и половых клеток родителей. Та-
ким образом, на данный момент, для уменьше-
ния частоты возникновения отклонений, необ-
ходимо своевременное выявление генетических 
нарушений, что даёт возможность их коррекции 
посредством изменения образа жизни, медика-
ментозной терапии и т.д. Дальнейшее развитие 
исследований в данной области позволит в пер-
спективе открывать новые варианты лечения 
различных заболеваний, основывающиеся на 
технологиях геномного редактирования, для 
улучшения здоровья человека. 
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РЕЗЮМЕ
В настоящее время основной задачей органов общественного здравоохранения является разработка 

скоординированных глобальных мер для подготовки систем здравоохранения к решению проблемы 
распространения коронавирусной инфекции. Гипертония, ишемическая болезнь сердца и сахарный диабет, 
особенно у пожилых людей, повышают восприимчивость к инфекции SARS-CoV-2. Антигипертензивные 
препараты – это группа лекарственных средств, необходимых для снижения артериального давления. К 
группе данных лекарств относятся ингибиторы ангиотензин-превращающего фермента 2 (АПФ2). АПФ2 – это 
специфическая мишень для SARS-CoV-2. Процесс проникновения и инфицирования которого, облегчается за 
счет сродства S-белка, находящегося на поверхности вируса, и АПФ2 рецептора человека. По этой причине 
проникновение вируса в клетки хозяина может облегчаться. Однако данная связь не влияет на ухудшение 
симптомов и течения коронавирусной инфекции за счет того, что при связывании спайкового белка SARS-CoV-2 
(S-белка) с АПФ2 возможна индукция выпадения AПФ2 с поверхности клетки, что и снижает поверхностную 
экспрессию AПФ2. Влияние вируса обусловлено не только связыванием с АПФ2, но и с трансмембранной 
протеазой серин 2 (TMPRSS2). Доказано, что именно процесс связывания с TMPRSS2 играет более 
выраженную роль в инфицированни SARS-CoV-2, чем ангиотензин-превращающий фермент 2. Следовательно, 
прекращение приема антигипертензивных средств во время коронавирусной инфекции у людей с сердечно-
сосудистыми заболеваниями является нецелесообразным. 

Ключевые слова: антигипертензивные лекарственные средства; SARS-CoV; спайковые 
белки (S-белки); ангиотензин-превращающий фермент 2 (АПФ2); ренин-ангиотензин-
альдостероновая система (РААС).

PECULIAR PROPERTIES OF USAGE OF DRUGS THAT AFFECT THE 
RENIN-ANGIOTENSIN SYSTEM IN PATIENTS WITH COVID-19

Ivantsova N. L., Beliakova A. G., Dmitrievskaya M. I., Useinova A. N., Melnikova V. M., 
Abramova K. I.

Medical Academy named after S. I. Georgievsky of Vernadsky CFU, Simferopol, Russia

SUMMARY
Currently, the main task of public health authorities is a developing of coordinated global measures to prepare 

health systems to deal with the spread of coronavirus infection, an accompanying concern has been identified that 
is of particular interest to clinicians and researchers about hypertension. Hypertension, coronary artery disease and 
diabetes mellitus, especially in the elderly, increase susceptibility to SARS-CoV-2 infection. Antihypertensive drugs 
decrease blood pressure due to dilating blood vessels and decreasing cardiac output. One of the groups of these drugs 
includes inhibitors of angiotensin-converting enzymes (ACE). Angiotensin-converting enzyme 2 is a specific target for 
SARS-CoV-2, specially for the S-protein, which is located on its surface, and therefore the relationship of ACE inhibi-
tors and the course of the disease plays an important role in treatment, since the penetration process and infection is 
facilitated by the affinity of the virus S-protein and the human ACE2 receptor. For this reason, the penetration of the 
virus into the host cells can be facilitated. However, this relationship does not affect the worsening of symptoms and 
the course of coronavirus infection due to the fact that when the SARS-CoV-2 spike protein (S-protein) binds to ACE2, 
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it is possible to induce the induction of ACE2 shedding from the surface, which also reduces the surface expression of 
ACE2. The effect of the virus is not only due to binding to ACE2, but also to TMPRSS2. It has been proven that it is be-
cause of its binding to TMPRSS2 that it plays a greater role in infection with SARS-CoV-2 than angiotensin-converting 
enzyme 2. Therefore, it is not advisable to stop taking antihypertensive drugs during coronavirus infection in people 
with cardiovascular diseases.

Key words: antihypertensive drugs; SARS-CoV-2; spike proteins (S-proteins); angiotensin 
converting enzyme 2 (ACE2); renin-angiotensin-aldosterone system

В настоящее время основной задачей органов 
общественного здравоохранения является разра-
ботка скоординированных глобальных мер для 
подготовки систем здравоохранения к решению 
проблемы распространения коронавирусной 
инфекции. Сердечно-сосудистые заболевания и 
сахарный диабет, особенно у пожилых людей, 
повышают восприимчивость к инфекции SARS-
CoV-2 [1; 2]. Препараты, снижающие артери-
альное давление – это группа лекарственных 
средств, наиболее часто назначаемых медика-
ментов в мире, что связано, в первую очередь, 
с высокой распространенностью артериальной 
гипертензии. К группе данных лекарств отно-
сятся ингибиторы ангиотензин-превращающего 
фермента 2 (АПФ2). АПФ2 – это специфическая 
мишень для SARS-CoV-2. Коронавирусная ин-
фекция, вызванная тяжелым острым респи-
раторным синдромом коронавируса-2 (SARS-
CoV-2), была обнаружена в КНР в декабре 2019 
года. Распространение тяжелого острого респи-
раторного синдрома коронавируса-2 приняло 
масштабы пандемии, заразив > 100000 человек 
в 100 странах [1; 3]. Во всем мире с начала пан-
демии число умерших от связанных с COVID-19 
заболеваний достигло 3 162 166 человек, изле-
чились более 127 млн. В число стран с более 10 
млн случаев заражения COVID-19 входят США, 
Индия и Бразилия. Лидером по числу заразив-
шихся и скончавшихся остаются Соединенные 
Штаты, где выявлено суммарно 32 288 689 ин-
фицированных COVID-19, зафиксирован 575 
193 летальных исходов. Второе место по числу 
заразившихся занимает Индия, где количество 
подтвержденных случаев COVID-19 с начала 
пандемии составило 18 376 524, число скон-
чавшихся – 204 832, выздоровело более 15 млн 
человек. В Бразилии зарегистрировано 14 590 
678 заболевших, из них умерли 401 186 человек, 
выздоровели почти 13 млн. [4]. 

COVID-19 представляет собой одноцепочеч-
ный РНК-содержащий вирус [5]. Актуальность 
данной статьи обусловлена массовым распро-
странением, заражением и высокой частотой ле-
тальных исходов от коронавирусной инфекцией. 
Особую роль играет наличие хронических забо-
леваний, касающихся сердечно-сосудистой си-
стемы, приема антигипертензивных средств на 
фоне коронавирусной инфекции [6]. Основной 

целью работы является выявление положитель-
ных сторон приема антигипертензивных препа-
ратов во время инфицирования COVID-19, вы-
яснение причин улучшения состояния больных 
на фоне приема данной группы лекарственных 
средств.

Ренин-ангиотензин альдостероновая система 
(РААС) - важная гормональная система, которая, 
как известно, регулирует объемный гомеостаз и 
артериальное давление. РААС состоит из раз-
личных ферментов, биоактивных пептидов и 
рецепторов, которые вызывают разнообразные 
и противоположные клеточные и физиологиче-
ские реакции [7].

Было обнаружено, что спайковые белки, ко-
торые играют важную роль в жизнедеятельно-
сти вириона, образуют подобия шипов и име-
ют почти идентичные трехмерные структуры 
в рецептор-связывающем домене. Данные бел-
ки играют ключевую роль в проникновении и 
инфицировании в здоровые клетки организма. 
S-белки имеют сродство с человеческим АПФ2 и 
плотно связывают вирус с рецепторными белка-
ми человека [8]. Также спайковые белки SARS-
CoV-2 имеют 77% идентичности в аминокислот-
ных последовательностях. Кроме того, для входа 
требуется праймирование S-белка клеточными 
протеазами, что влечет за собой расщепление 
S-белка в сайтах S1 / S2 и S2 ‘и способствует 
слиянию вирусной и клеточной мембран [9].

АПФ2 присутствует в артериальных и ве-
нозных эндотелиальных клетках и гладкомы-
шечных клетках артерий и легочной ткани [10]. 
В ходе ряда исследований было выявлено, что 
глутамин в рецептор-связывающем домене 
SARS-CoV-2 может распознаваться лизином на 
рецепторе АПФ2. Основываясь на этом, вход в 
клетку-хозяин, опосредованный SARS-S, ана-
лизировали с использованием лентивирусной 
векторной системы. Через 48 ч после транс-
фекции клетки отделяли и промывали буфером, 
окрашивали козьей антисывороткой против 
АПФ2. После трех промывок буфером FACS 
клетки фиксировали 2% параформальдегидом и 
анализировали в проточном цитометре. Чтобы 
предотвратить удержание фрагментов расще-
пления АПФ2 на поверхности клетки, АПФ2 и 
клетки, коэкспрессирующие протеазу, осаждали 
и инкубировали с буфером на льду. Затем клетки 

76



ОБЗОРЫ2021, т. 11, № 2

снова осаждали и собирали супернатанты, на-
личие АПФ2 в осадках и супернатантах анали-
зировали вестерн-блоттингом [11]. 

Трансмембранная протеаза серин 2 
(TMPRSS2), которая взаимодействует с АПФ2, 
может быть мишенью для таргетной терапии. И 
АПФ2, и TMPRSS2 экспрессируются во многих 
тканях хозяина, но уровни экспрессии АПФ2 и 
TMPRSS2 более выражены в клетках мужчин. 
Это говорит о том, что различия в экспрессии 
TMPRSS2 и АПФ2 в легких и других тканях, 
не зависящих от пола, могут не объяснять 
гендерные различия в тяжести SARS-CoV-2. 
Однако нацеливание на уровни активности и 
экспрессии TMPRSS2 является рациональным 
подходом к лечению COVID-19 и требует даль-
нейшего изучения. SARS-CoV может исполь-
зовать эндосомальные цистеиновые протеазы 
катепсина B и L (CatB / L) и сериновую про-
теазу TMPRSS2 для праймирования S белков в 
клеточных линиях, а ингибирование обеих про-
теаз необходимо для надежной блокады про-
никновения вируса [12]. Чтобы определить, мо-
жет ли SARS-CoV-2 использовать CatB / L для 
проникновения в клетки, использовался хлорид 
аммония, который повышает эндосомальный 
pH и тем самым блокирует активность CatB / 
L. В качестве мишеней использовались клетки 
293T (TMPRSS2 - трансфицированные для экс-
прессии АПФ2 для устойчивого входа, управ-
ляемого S-белком) и клетки Caco-2. Хлорид 
аммония блокировал VSV-G-зависимый вход 
в обе клеточные линии. Обработка хлоридом 
аммония сильно ингибировала управляемое 
SARS-2-S и SARS-S проникновение в клетки 
TMPRSS2 - 293T. Ингибирование проникнове-
ния в клетки TMPRSS2 + Caco -2 было менее 
эффективным по сравнению с клетками 293T. 
Клинически доказанный ингибитор сериновой 
протеазы камостат мезилат, который активен 
против TMPRSS2, частично блокировал управ-
ляемое SARS-2-S проникновение в клетки Caco 
-2 и Vero-TMPRSS2. Чтобы проанализировать, 
может ли TMPRSS2 спасти управляемое SARS-
2-S проникновение в клетки с низкой активно-
стью CatB / L, клетки 293T, временно экспрес-
сирующие АПФ2 отдельно или в комбинации с 
TMPRSS2, инкубировали с ингибитором CatB 
/ L E-64d или DMSO. в качестве контроля и 
инокулировали псевдотипами, несущими ука-
занные вирусные поверхностные белки. В со-
вокупности SARS-CoV-2 может использовать 
TMPRSS2 для праймирования S-белка, а мези-
лат камостата, ингибитор TMPRSS2, блокирует 
заражение SARS-CoV-2 клеток легких. Следо-
вательно, влияние вируса обусловлено не толь-
ко связыванием с АПФ2, но и с TMPRSS2 [13].

Активация рецептора АПФ2 предотвращает 
развитие патологических процессов, таких как 
воспаление, активация симпатической нервной 
системы, апоптотическая гибель клеток, ауто-
фагия [14]. Параллельно стимуляция рецепто-
ра АПФ2 активирует защитные механизмы в 
сердце, такие как регенерация сердца, расши-
рение коронарных сосудов и компенсаторная 
гипертрофия сердечных миоцитов. Активация 
рецептора АПФ2 также косвенно ответственна 
за активацию рецептора Mas (MasR), который 
также может вносить вклад в защитные меха-
низмы. Уменьшение размера инфаркта и улуч-
шение сердечной деятельности после острого 
инфаркта миокарда можно объяснить полезны-
ми клеточными механизмами активации АПФ2, 
такими как противовоспалительный и антиапоп-
тозный [6].

Согласно статистическим данным наиболее 
частой группой заражения COVID-19 являются 
пациенты с хроническими заболеваниями серд-
ца [15]. Однако, связь этих двух факторов скорее 
всего обусловлена возрастной категорией самих 
больных, так как к данной группе пациентов от-
носятся пожилые люди, которые больше подвер-
жены появлению осложнений [16].

Сходство SARS-CoV-2 с клетками человека 
имеет большое значение, так как оно обуслав-
ливает выживаемость вируса в клетке хозяина 
и его дальнейшую репликацию [17; 18; 19]. Ре-
нин влияет на начальную стадию преобразова-
ния пептидов за счет отщепления N-концевого 
декапептида. АПФ играет роль в превращении 
ангиотензина-1 в ангиотензин-2. АПФ – это 
мишень для ингибиторов АПФ при лечении 
хронических заболеваний сердца [20]. Функ-
ция АПФ2 заключается в превращении ангио-
тензина-1 в ангиотензин 1-9 и ангиотензина-2 в 
ангиотензин 1-7. Однако, несмотря на схожесть 
функциональных особенностей АПФ2 и АПФ, 
АПФ способствует вазодилятации, а АПФ2 ва-
зоконстрикции. АПФ2 - это входной рецептор 
вируса для SARS-CoV-2, но в тоже время про-
являет защитные для человека функции, обе-
спечивает гомеостаз кровяного давления через 
регулирование ренин-альдостерон-ангиотензи-
новой системы [3]. 

Высокая экспрессия AПФ2 ограничена эн-
дотелиальными клетками артерий, артериол и 
венул сердца и почек, следовательно, является 
потенциальной терапевтической мишенью при 
лечении гипертонии и сердечных дисфункций. 
Опираясь на исследования, можно сделать вы-
вод о том, что низкие уровни AПФ2 могут при-
вести к повышенному уровню Aнгиотензину II 
и, следовательно, к гипертонии [10]. Гиперто-
ническая болезнь сердца характеризуется по-
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вышенным артериальным давлением, таким 
образом, для лечения данного заболевания при-
меняют препараты, способствующие снижению 
артериального давления. К данной группе ле-
карственных средств относят антигипертензив-
ные препараты. Основной механизм действия  – 
это ингибирование АПФ, из-за чего тормозится 
отрицательное действие ангиотензина II на сер-
дечно-сосудистую системы, в связи с чем, про-
исходит вазодилатация и понижение давления 
[21]. 

Биологическое значение превращения анги-
отензин II в ангиотензин- (1-7) двоякое: снижая 
ангиотензин II, можно предотвратить его потен-
циально пагубные действия; кроме того, образу-
ется ангиотензин- (1-7), и этот пептид облада-
ет тканезащитным действием, которое обычно 
противоположно нежелательным хроническим 
эффектам чрезмерного накопления ангиотен-
зина II [22; 23; 24]. Это подчеркивает важность 
ферментов, которые расщепляют ангиотензин II 
с образованием ангиотензин - (1-7). Известно, 
что два других фермента образуют ангиотензин 
- (1; 7) непосредственно в результате расщепле-
ния ангиотензин II: пролилкарбоксипептида-
за (PRCP) и пролилэндопептидаза POP. PRCP 
представляет собой серинкарбоксипротеиназу, 
которая расщепляет C-концевую аминокисло-
ту различных пептидов, таких как ангиотензин 
II, где предпоследней аминокислотой является 
пролин. Активность фермента чрезвычайно за-
висит от pH с оптимумом в кислотном диапазо-
не и практически не проявляет активности при 
физиологическом pH плазмы. POP представляет 
собой сериновую протеазу, которая участвует в 
ферментативной деградации несколько биологи-
чески активных пептидов, таких как ангиотен-
зин I и ангиотензин II [25; 26]. Ферментативная 
активность POP была обнаружена в лимфоци-
тах, тромбоцитах, коре почек, эпителиальных 
клетках. Активность POP также была обнару-
жена в плазме, но физиологическая роль цирку-
лирующих POP не была установлена [25].

При проникновении SARS-CoV-2 в клет-
ки легких человека и присоединении к АПФ2 
была выявлена роль трансмембранной сери-
новой протеазы (TMPRSS2), которая начинает 
экспрессироваться и способствовать заражению 
клеток вирусами. Данные процессы происходят 
за счет гидролиза S-белка вируса и его слияния 
с плазматической мембраной клетки человека 
[27; 28; 29]. Доказано, что TMPRSS2 способен 
к расщеплению АПФ2, что и ведет к облегчению 
инфицирования. Следовательно, сам АПФ2 не 
является причиной заражения, а лишь является 
мишенью для протеазы, которая и играет роль 
индуктора [7].

Несколько эпидемиологических исследо-
ваний установили повышенную смертность 
у пациентов с артериальной гипертензией 
COVID-19. Однако важнейший вопрос, который 
остается без ответа, заключается в том, связана 
ли эта ассоциация исключительно с патогенезом 
артериальной гипертензии или с лечением анти-
гипертензивными средствами [11].

Во-первых, повышенное содержание ИАПФ-
2 оказывает мощное сосудорасширяющее, 
антиоксидантное и противовоспалительное 
средство. Так как АПФ2 регулирует секрецию 
ангиотензина (1; 7), который при связывании с 
рецептором Mas свойствами, которые при ши-
роком связывании с рецептором Mas смещают 
баланс от вазоконстрикции к вазодилатации с 
активацией рецептора Mas в пораженном со-
судистом русле [30]. Также в ходе еще одного 
исследования было доказано положительное 
влияние антигипертензивных лекарственных 
средств на течение коронавирусной инфекции, 
наблюдалась меньшая частота смертности [9].

Также при связывании спайкового белка 
SARS-CoV-2 (S-белка) с АПФ2 можно индуци-
ровать выпадение AПФ2 с поверхности клетки, 
что, в свою очередь, снижает поверхностную 
экспрессию AПФ2. На основе этих данных было 
предложено восстановление AПФ2 путем вве-
дения рекомбинантного AПФ2, чтобы обратить 
процесс повреждения легких во время вирусных 
инфекций [13].

Заключение. Таким образом, можно сделать 
вывод о том, что прием антигипертензивных 
препаратов (ингибиторов АПФ) не ухудшают те-
чение COVID-19, а наоборот улучшают, с связи 
с подавлением экспрессии АПФ2 и предотвра-
щению связывания спайкового белка (S-белка) 
SARS-CoV-2 с АПФ2 в легких. Любая резуль-
тирующая дестабилизация контроля артериаль-
ного давления при гипертонии, которая может 
возникнуть при смене лекарств, будет нести 
неприемлемый риск ускорения инсульта и сер-
дечного приступа, риски, которые явно не яв-
ляются чисто гипотетическими. Следовательно, 
при проведении параллельного лечения корона-
вирусной инфекции и гипертонической болезни 
сердца, прекращение приема антигипертензив-
ных средств является нецелесообразным.
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РЕЗЮМЕ
Гипоксия-индуцибельные факторы (hypoxia inducible factor, HIF) являются важнейшими внутриклеточными 

регуляторами транскрипции. При нормоксии данные белки подвергаются посттрансляционным модификациям 
(гидроксилированию), которые препятствуют взаимодействию с коактиваторами (CBP/p300) и способствуют 
разрушению HIF. Две основные системы, которые гидроксилируют HIF это пролигидроксилазы и фактор, 
ингибирующий HIF-1 (Factor-inhibiting HIF-1, FIH-1). При гипоксии данные ингибирующие механизмы прекращают 
работу. Это приводит к димеризации HIF-1α, HIF-2α и HIF-3α с конститутивно синтезируемым кислород-
независимым HIF-1β. Основным вектором работы HIF является адаптация к гипоксии. Для выполнения этой 
задачи увеличивается кислородная емкость крови (HIF стимулирует синтез эритропоэтина, и его рецепторов, 
всасывание и транспорт железа), ангиогенез, анаэробная продукция АТФ, компенсация внутриклеточного 
ацидоза и т.д. Гиперфункция HIF лежит в основе канцерогенеза. Опухолевые клетки характеризуются усиленными 
ангиогенезом, пролиферацией, уклонением от апоптоза, иммунного надзора, атипичным метаболизмом 
(например, эффектом Варбурга). Эти процессы находятся под контролем HIF. Герминативные мутации генов 
HIF или других генов, участвующих в регуляции работы данного фактора транскрипции, приводят к  болезни 
Гипелля-Линдау, врожденным эритроцитозам и другим патологиям. Подавление HIF изучается в качестве 
перспективной противоопухолевой стратегии. Гипофункция вносит вклад в патогенез анемии при хронической 
болезни почек и сосудистой рарефикации при патологической гипертрофии миокарда. Стимуляция HIF, путем 
ингибирования пролилгидроксилаз, исследована в испытаниях 3 фазы и используется для лечения анемии 
при хронической болезни почек. Указанная терапия, по-видимому, сопоставима по профилю безопасности с 
лекарственными эритропоэтинами. Риск тромбозов при приеме ингибиторов пролилгидроксилаз несколько 
выше. 

Ключевые слова: гипоксия-индуцибельные факторы, пролилгидроксилазы,  белок фон 
Гиппеля-Линдау, канцерогенез, сосудистая рарефикация, ингибиторы пролилгидроксилаз

ROLE OF HIF IH HEALTH AND DISEASE
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SUMMARY
Hypoxia inducible factors (HIFs) are important intracellular regulators of transcription. In normoxia, these proteins 

undergo posttranslational modifications (hydroxylation) that prevent interaction with coactivators (CBP/p300) and pro-
mote HIF degradation. The two main systems that hydroxylate HIF are prolylhydroxylases and factor-inhibiting HIF-1 
(Factor-inhibiting HIF-1, FIH-1). Under hypoxia, these inhibitory mechanisms stop working. This leads to dimerization 
of HIF-1α, HIF-2α, and HIF-3α with constitutively synthesized oxygen-independent HIF-1β. The main vector of HIF 
operation is adaptation to hypoxia. To perform this task, oxygen capacity of the blood (HIF stimulates the synthesis of 
erythropoietin and its receptors, iron absorption and transport), angiogenesis, anaerobic ATP production, compensa-
tion of intracellular acidosis, etc.).  Hyperfunction of HIF underlies carcinogenesis. Tumor cells are characterized by 
enhanced angiogenesis, proliferation, evasion of apoptosis, immune surveillance, and atypical metabolism (e.g., the 
Warburg effect). These processes are under the control of HIF. Herminative mutations of HIF genes or other genes 
involved in the regulation of this transcription factor lead to von Hippel-Lindau disease, congenital erythrocytosis, and 
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other pathologies. Suppression of HIF is being studied as a promising anti-tumor strategy. Hypofunction of HIF contrib-
utes to the pathogenesis of anemia in chronic kidney disease and vascular rarity in pathological myocardial hypertro-
phy. Stimulation of HIF, by inhibition of prolyl hydroxylases, has been investigated in phase 3 trials and is used to treat 
anemia in chronic kidney disease. This therapy appears to be comparable in safety profile to the drug erythropoietins. 
The risk of thrombosis is slightly higher with prolylhydroxylase inhibitors. 

Key words: hypoxia-inducible factors, prolyl hydroxylases, von Hippel-Lindau protein, 
carcinogenesis, vascular rarefaction, prolyl hydroxylase inhibitors.

Реакция разных систем организма: сердеч-
но-сосудистой, дыхательной, эндокринной, 
нервной, системы крови, - на любую гипоксию, 
как в антенатальном, так и в постнатальном пе-
риодах фундирована на молекулярном уровне 
работой факторов транскрипции HIF (hypoxia 
inducible factor) [1]. Изучение роли HIF и си-
стем, контролирующих его функцию (своео-
бразных внутриклеточных детекторов уровня 
кислорода), удостоилось нобелевской премии 
в области физиологии и медицины в 2019 году 
(У. Кейлин, Г. Семенца, П. Ратклифф). Данные 
механизмы консервативны (обнаруживаются у 
большинства многоклеточных, кроме гребневи-
ков (Ctenophora) и губок (Porifera)) и довольно 
однотипны в разных клетках организма [2]. Уни-
кальный же ответ разных клеток на гипоксию 
связан с разным «набором» активных генов, 
экспрессия которых регулируется HIF, а также 
с тканеспецифическими особенностями пост-
транкрипционных, посттрансляционных про-
цессов и взаимодействиями между HIF и дру-
гими регуляторами транскрипции.

При нормоксии (21% O2) белки HIF-α (их до-
мены кислород-зависимой деградации (oxygen-
dependent degradation domain, ODDD) на карбок-
сильном конце) подвергаются двум основным 
посттрансляционным модификациям:

1. гидроксилированию остатков пролила (в 
402 и 564 положениях HIF-1α, здесь и да-
лее имеются в виду человеческие HIF) и

2. гидроксилированию остатков аспарагина 
(в 803 положении HIF-1α) [2; 3].

Первую реакцию катализируют пролилги-
дроксилазы (ПГ) 1, 2 и 3 (относятся к супер-
семейству негемовых Fe(II)- и 2-оксоглутарат-
зависимых диоксигеназ), которые используют 
кислород (доступный им в состоянии нормок-
сии) и альфа-кетоглутарат в качестве субстратов 
[3]. Пролилгидроксилаза 2 играет ведущую роль 
в инактивации HIF-1α, в то время как ПГ1 и ПГ3 
регулируют работу HIF-2α [2; 3].

Гидроксилированные остатки пролилов 
соединяются с белком фон Гиппеля-Линдау, 
который привлекает BCCRE2 комплекс и E2-
убиквитинлигазу, чем способствует убиквити-
нации и протеосомальной деградации HIF-1α, 
2α и 3α [2; 3].

Вторая модификация – гидроксилирование 
аспарагина – производится фактором, ингиби-

рующим HIF-1 (Factor-inhibiting HIF-1, FIH-1). 
Этот механизм имеет 4 ключевых отличия от 
предыдущего:

1. работает не только в условиях нормок-
сии, но и при легкой гипоксии (уровень 
1-13% называется также физиоксией или 
физоксией), являясь как бы «вторым эше-
лоном» инактивации HIF,

2. нарушает функцию HIF (точнее, взаимо-
действие с транскрипционными коакти-
ваторами CBP/p300), а не запускает его 
разрушение,

3. воздействует преимущественно на HIF-
1α, в меньшей степени на HIF-2α,

4. полное «выключение» FIH-1 у лаборатор-
ных животных не приводит к выражен-
ной дисфункции HIF (то же верно в отно-
шении ПГ1 и ПГ3, но не ПГ2, без которой 
развиваются тяжелые дефекты плаценты 
и сердца) [2; 3; 4].

Описаны и другие посттрансляционные мо-
дификации HIF: ацетилирование лизина в 532 
положении (усиливает протеосомальную де-
градацию) ацетилтрансферазой ARD-1 (arrest 
defective-1), S-нитрозилирование цистеина в 
800 положении (усиливает взаимодействие с 
транскрипционными коактиваторами), фосфо-
рилирование (разное влияние), сумоилирова-
ние лизинов-391, - 477 и - 532 (подавляющий 
эффект), деацетилирование сиртуином 1 (уси-
ление активности). HIF является негистоновой 
мишенью метилтрансфераз G9a, GLP, SET7/9 
которые посредством метилирования лизинов 
подавляют его функцию, напротив, деметилиро-
вание лизинов ферментом LSD1 (lysine-specific 
demethylase) оказывает стимулирующее влияние 
[5; 6]. Белки теплового шока (HSP90) стабили-
зируют HIF. Активность фактора транскрипции 
регулируется при помощи РНК-интерференции, 
например, микро-РНК-429 оказывает пода-
вляющее влияние по принципу отрицательной 
обратной связи [7]. Транскрипт генов HIF при 
нормоксии также нестабилен. Синтез HIF сти-
мулируется многими митогенными факторами 
(инсулином, тромбоцитарным фактором роста 
(PDGF), инсулиноподобным фактором роста 
(IGF)) через каскады митоген-активируемых 
протеинкиназ, например, ERK (также усиливает 
взаимодействие HIF и транскрипционными ко-
активаторами) и путь трансдукции фосфатидил-
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инозитол-3-киназы, протеинкиназы B и mTOR 
(mammalian target of rapamycin). Эти механиз-
мы усиления транскрипции и стабилизации HIF 
обеспечивают его функционирование при уров-
не O2>5%, хотя и менее интенсивное, чем при 
выраженной гипоксии [5; 8].

В условиях гипоксии (0,1-1% O2) кислород-
зависимые механизмы лишаются своего субстра-
та, и HIF приступает к работе. HIF-1α, 2α и 3α 
димеризуются с конститутивно синтезируемым 
кислород-независимым HIF-1β, привлекают ко-
активаторы (CREB-binding protein (CBP)/p300) и 
взаимодействуют с гипоксия-респонсивным эле-
ментом (hypoxia response element, HRE), содер-
жащим последовательность 5’-(A/G)CGTG-3’ 
[2]. Этим прямым способом, а также нескольки-
ми непрямыми путями контролируется экспрес-
сия тысяч генов. Усиление транскрипции про-
исходит преимущественно прямым способом, 
напротив, многие гены, активность которых при 
гипоксии подавляется, связаны с HIF косвенно: 
через другие регуляторы экспрессии, эпигенети-
ческие механизмы, РНК-интерференцию и т.д. 
[2; 3]. Некоторые из мишеней являются общими 
для разных HIF, другие – нет. Например, гены 
эритропоэтина (ЭПО), сосудисто-эндотелиаль-
ного фактора роста (Vascular endothelial growth 
factor, VEGF), глюкозного транспортера GLUT1, 
EGLN3, регулируются HIF-1 и HIF-2, а BNIP3, 
CAR9, LDHA и PGK1 – только HIF-1 [2; 3; 9]. 
С этим связана определенная функциональная 
асимметрия: первый фактор преимущественно 
воздействует на гликолиз и апоптоз, второй — 
стимулирует клеточный рост, миграцию, анги-
огенез [9]. Другие важные отличия HIF-1α и 
HIF-2α это:

1. тканеспецифическая экспрессия HIF-2α 
(почки, печень, легкие, эндотелий),

2. активация первого фактора преобладает 
на ранних этапах гипоксии (до 24 часов) 
и при остром глубоком дефиците кисло-
рода (<0,1%), второй фактор работает при 
хронической гипоксии (48 часов и более).

Переключение (HIF switch) между двумя эти-
ми видами ответа является одним из ключевых 
событий в ряду изменений при гипоксии и по-
тенциальной точкой приложения терапии [9].

Работа HIF направлена на адаптацию клетки 
и организма к гипоксии. Белки, контролируемые 
HIF, участвуют в:

1. метаболизме углеводов и анаэробном 
производстве энергии (глюкозные транс-
портёры, ферменты гликолиза),

2. компенсации внутриклеточного ацидоза 
(карбоангидразы IX, монокарбоксилат-
ные транспортёры),

3. усилении ангиогенеза (сосудисто-эндоте-
лиальный фактор роста),

4. стимуляции синтеза эритропоэтина и его 
эффектов (эритропоэтиновые рецепто-
ры),

5. метаболизме железа (двухвалентный ме-
таллотранспортер, ферропортин, транс-
феррин),

6. торможении апоптоза (при уровне кисло-
рода 1-3%),

7. стимуляции апоптоза (при уровне кисло-
рода менее 0,5%),

8. воспалении [1; 2; 3; 10; 11; 12].
Влияние HIF на воспаление сложно. Некото-

рые мишени фактора транскрипции усиливают 
воспаление. Среди них неспецифические рецеп-
торы (TLR4), цитокины, ферменты (циклоокси-
геназа 2, индуцибельная NO-синтаза). Другие 
мишени HIF имеют противовоспалительное 
действие - аденозиновые рецепторы и фермен-
ты, участвующие в синтезе аденозина [2].

Как можно заметить, изменение профиля экс-
прессии под действием HIF в целом подчиняет-
ся общему правилу: процессы, способствующие 
адаптации к гипоксии, становятся более интен-
сивными. Это имеет обратную негативную сто-
рону. Гипоксия является непременным спутни-
ком воспаления и канцерогенеза (которые также 
тесно связаны). Свойствами злокачественного 
фенотипа являются (среди прочих) усиленные 
пролиферация и ангиогенез, метаболические 
нарушения (активизация гликолиза, эффект 
Варбурга, уклонение от аутофагии, компенса-
ция закисления), утрата межклеточных контак-
тов (HIF непрямым способом подавляет синтез 
E-кадгеринов), эпителиально-мезенхимальный 
переход, перитуморозное воспаление, дисфунк-
ция иммунной системы, мультилекарственная 
резистентность (P-гликопротеин также мишень 
HIF) [2; 5]. Всему этому способствует гиперак-
тивация HIF, характерная для атипичных кле-
ток. Неудивительно, что HIF и связанные с ним 
молекулы рассматриваются как перспективные 
мишени противоопухолевой терапии. Именно в 
этом контексте негативные последствия гипе-
рактивации HIF изучены наиболее хорошо. 

Некоторые патологии, связанные с дисфунк-
цией HIF:

• вторичный приобретенный эритроци-
тоз в ответ на гипоксию (например, синдром 
обструктивного апноэ сна, ХОБЛ, Пиквикский 
синдром, стеноз почечной артерии, курение),

• не менее 4 врожденных эритроцитозов 
(герминативные мутации EPOR, EGLN1, EPAS1, 
в том числе чувашская полицитемия, мутация 
VHL),
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• сосудистые пороки развития (например, 
артериовенозные мальформации),

• сосудистая рарефикация при патологи-
ческой гипертрофии миокарда и сердечной не-
достаточности,

• воспаление,
• ишемия (например, ишемическая бо-

лезнь сердца),
• легочная гипертензия,
• феохромоцитома/параганглиома (герми-

нативные и соматические мутации VHL, SDHA, 
SDHB, SDHC, SDHD, SDHAF2, EGLN1, FH, 
MDH2, EPAS1),

• синдром Пакака-Чжуанга (феохромоци-
томы/параганглиомы, соматостатинома, полици-
темия),

• болезнь Гиппеля-Линдау (герминатив-
ные мутации VHL, гемангиомы сетчатки, ге-
мангиобластомы мозга, светлоклеточная по-
чечноклеточная карцинома, феохромоцитома, 
нейроэндокринные опухоли, кисты почек, под-
желудочной железы и другие признаки),

• спорадический светлоклеточный почеч-
но-клеточный рак (инактивация белка фон Ги-
пелля-Линдау в 70% случаев), прочие опухоли 
[2; 13; 14; 15; 16; 17; 18;19].

Фармакологическое воздействие на систе-
му HIF может быть как блокирующим, так и 
стимулирующим. Первое, как сказано выше, 
может стать эффективной противоопухолевой 
стратегией. Многочисленные исследования 
посвящены плейотропным HIF-подавляющим 
эффектам уже применяемых по другим показа-
ниям лекарств (амфотерицин B, дигоксин, мет-
формин, индометацин, ибупрофен, ингибиторы 
протеосом, PI3K, mTOR, топоизомераз, HSP90, 
деацетилаз гистонов и др.) и испытаниям новых 
препаратов [2; 5].

Наиболее активно исследуемый способ сти-
мулировать HIF – это использование пролилги-
дроксилазных ингибиторов (дапродустат, моли-
дустат, роксадустат, вададустат и др.), которые 
изучаются у пациентов с ЭПО-дефицитной ане-
мией при хронической болезни почек. По дан-
ным исследований 3 фазы, эти препараты увели-
чивают концентрацию гемоглобина и улучшают 
утилизацию железа тканями, что отражается в 
понижении уровня гепцидина, сывороточного 
железа, ферритина, повышении общей желе-
зосвязывающей способности сыворотки, уров-
ня трансферрина. Риск серьезных побочных эф-
фектов сопоставим с таковым у лекарственных 
эритропоэтинов. Риск тромботических ослож-
нений при приеме ингибиторов пролилгидрок-
силаз выше, чем у эритропоэтинов [19; 20; 21; 
22]. На ранних стадиях находятся разработки 
лекарств, которые, возможно, будут применять-

ся при критической ишемии конечностей и вос-
палительных заболеваниях кишечника [2].

ЗАКЛЮЧЕНИЕ
Гипоксия-индуцибельные факторы и связан-

ная с ними внутриклеточная кислород-чувстви-
тельная система являются ключевыми регулято-
рами клеточных функций. Нарушения работы 
HIF лежат в основе важнейших типовых пато-
логических процессов - гипоксии, воспаления, 
канцерогенеза. Это открывает перспективные 
возможности воздействия на кислород-чув-
ствительную систему клетки. Данное воздей-
ствие может быть как ингибирующим, так и 
стимулирующим. Торможение HIF может стать 
эффективной антиопухолевой стратегией лече-
ния. Ингибирование пролилгидроксилаз пока-
зало определенные положительные результаты 
у пациентов с хронической болезнью почек и 
анемией.
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РЕЗЮМЕ
В статье представлен обзор современных методов лабораторной диагностики заболеваний, вызванных 

вирусом SARS-COV-2. Представлена сравнительная характеристика методов, применяемых для выявления 
вирусов SARS-COV-2 и специфических антител.  Описаны показания для их использования, преимущества, 
недостатки, эффективность в зависимости от поставленных медицинских и эпидемиологических задач. 
Указаны варианты интерпретации полученных результатов лабораторных исследований с учетом временных 
изменений относительно начала проявления симптомов заболевания.

Ключевые слова: SARS-COV-2, COVID-19, методы амплификации, ОТ-ПЦР RT-LAMP, 
серологические методы, ИФА, ИХА, метод CRISPR

SPECIFIC LABORATORY METHODS IN DIAGNOSTICS OF 
INFECTION CAUSED BY THE SARS-COV-2 VIRUS

Khaitovich A. B., Tkach V. V, Тkach А.V.

Medical Academy named after S. I. Georgievsky of Vernadsky CFU, Simferopol, Russia 

SUMMARY 
The article provides an overview of modern methods of laboratory diagnosis of diseases caused by the SARS-

COV-2 virus. A comparative description of the methods used to detect SARS-COV-2 viruses and specific antibodies is 
presented. The indications for their use, advantages, disadvantages, efficacy, depending on the medical and epidemio-
logical tasks, are described. The options for the interpretation of the results of laboratory studies, taking into account 
the time changes relative to the onset of the manifestation of the symptoms of the disease, are indicated.

Key words: SARS-COV-2, COVID-19, amplification methods, RT-LAMP, RT-PCR, serological 
methods, ELISA, IHA, CRISPR method

В настоящее время одна из мировых про-
блем  - новая коронавирусная инфекция 
COVID-19, распространение которой приняла 
масштабы пандемии и продолжается больше 
года. Из-за отсутствия этиотропных методов 
лечения COVID-19 и в начальной стадии панде-
мии вакцин, самыми действенными мерами для 
снижения распространения SARS-CoV-2 были 
раннее выявление и изоляция зараженных паци-
ентов, что возможно только при эффективной и 
своевременной диагностике COVID-19. Несмо-
тря на появления вакцин в настоящее время и 
до периода появления коллективного иммуните-
та в различных регионах, одной из актуальных 
задач в борьбе с пандемией является проведе-

ние специфической лабораторной диагностики 
SARS-CoV-2 как ключевого аспекта установ-
ления этиологии патологического процесса и 
бессимптомного носительства, контроля эпи-
демического распространения инфекции, про-
ведения противоэпидемических мероприятий, 
разработки стратегий защиты жизни и здоровья 
населения.

Первые случаи пневмонии не установленной 
этиологии были обнаружены в декабре 2019 г. в 
г. Ухань, Китай [1]. 7 января 2020 г. китайским 
ученым удалось выявить ранее неизвестный 
коронавирус [2]. 11 февраля 2020 года иссле-
довательская группа по коронавирусу Между-
народного Комитета объявила официальное на-
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звание нового вируса SARS-CoV-2 (Severe acute 
respiratory syndrome coronavirus 2) [3; 4; 5; 6]. 
Заболевание, вызываемое SARS-CoV-2, получи-
ло название COVID-19 (COrona VIrus Disease 
2019, коронавирусное заболевание 2019) [7]. С 
середины января 2020 г. в базе данных ГенБанка 
были представлены последовательности генома 
Wuhan seafood market pneumonia virus (www.
ncbi.nlm.nih.gov/genbank). Открытие возбуди-
теля и его молекулярно-генетическая структура 
явились научной основой создания различных 
диагностических тест-систем, которые опреде-
лили современную систему лабораторной диа-
гностики вируса SARS-CoV-2, возбудителя но-
вого заболевания известного в настоящее время 
как COVID-19.

За небольшой промежуток времени (несколь-
ко месяцев) в разных странах мира были реше-
ны и продолжают совершенствоваться в настоя-
щее время теоретические и практические вопро-
сы лабораторной диагностики коронавирусной 
инфекции, вызванной вирусом SARS-CoV-2. 
Все специфические лабораторные исследова-
ния, применяемые на современном этапе для 
диагностики COVID-19, можно разделить на две 
большие группы: прямые – обнаружение возбу-
дителя и непрямые – обнаружение иммунного 
ответа человека на контакт с возбудителем.

На настоящий момент лабораторная диагно-
стика включает: вирусоскопический метод (из-
учение вируса в электронно-микроскопическом 
исследовании); вирусологический метод (инди-
кация и идентификация вируса); молекулярно-
генетический метод (группа методов, позволяю-
щая обнаружить в исследуемом материале РНК 
вирусов, мутации генов); иммунохимические 
методы для обнаружения антигенов (выявление 
в секретах и другом материале белков вируса); 
серологический метод (определение антител 
в сыворотках крови). В разработке находится 
аллергологический метод (диагностика, прово-
димая для определения индивидуальной пере-
носимости организмов химических веществ – 
аллергенов).

Материалом для лабораторных исследова-
ний являются: респираторный материал (мазок 
из носо- и ротоглотки, мокрота, эндотрахеаль-
ный аспират или бронхоальвеолярный лаваж), 
фекалии, моча, конъюнктивальные секреты - для 
методов амплификации нуклеиновых кислот 
(исследование осуществляют в 1-й, 3-й и 11-й 
дни); сыворотка крови – для серологических 
методов (на 1-й и 14-й день). Для выявления 
антигенов вируса чаще используют образцы 
материала из верхних дыхательных путей. От-
мечено, что образцы из нижних дыхательных 
путей более информативны для исследования, 

поскольку содержат более высокое количество 
нуклеиновых кислот вируса, что обусловлено с 
преимущественным поражением при COVID-19 
альвеолярных клеток II типа. Комбинированное 
тестирование, включающее образцы отделяе-
мого из дыхательных путей, фекалий, крови и 
др. повышает чувствительность диагностики у 
пациентов с подозрением на новую коронави-
русную инфекцию [8; 9]. Для забора материа-
ла необходимо использовать соответствующие 
средства индивидуальной защиты, вирусные 
зонд-тампоны (стерильный Дакрон или тампон 
из вискозы, но не из хлопка) и транспортную 
среду для вирусного материала, содержащую 
противогрибковые и антибиотические добавки 
[10]. 

Вирусоскопический метод. SARS-CoV-2 от-
носится к семейству Betacoronavirus и представ-
ляет собой одноцепочечный РНК-содержащий 
вирус. Под электронным микроскопом имеет 
круглую или эллиптическую, часто плеоморф-
ную форму с шиповидными отростками длиной 
9 - 12 нм, образующими вокруг вирусной части-
цы «корону». Диаметр вирусной частицы варьи-
рует от 60 до 140 нм (рис.1) [11].

Вирусологический метод. Для выделения 
SARS-CoV-2 использовались образцы секрета 
дыхательных путей от больных COVID-19, ко-
торые инокулировали в культуре клеток Vero 
E6 - линия перевиваемых клеток (клон Vero 76), 
применяющейся в качестве клеток-хозяев для 

Рис. 1. Первое электронно-микроскопическое 
изображение коронавируса SARS-CoV 2, полу-
ченное учеными Китайского центра по контро-

лю и профилактике заболеваний (Chinese Center 
for Disease Control and Prevention, CCDC) [11].
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В настоящее время ВОЗ не рекомендует 
культивирование вируса в качестве рутинной 
диагностической процедуры, поскольку данный 
метод требует много времени и ресурсов. Кроме 
того, манипуляции с живыми вирусными куль-
турами сопровождаются риском распростране-

выращивания вируса. Цитопатические эффекты 
проявлялись через 3 суток (рис.2) [12; 13; 14] в 
виде образования везикул, окруженных двойной 
мембраной [15]. Эти везикулы, по-видимому, 
являются аутофагосомами, которые не слива-
ются с лизосомами [16]. Индукция апоптоза в 
SARS-CoV-2 инфицированных клетках линии 
Vero E6 была подтверждена морфологическими 
и биохимическими анализами [17]. Известно, 
что в индукции апоптоза участвуют неструк-
турные белки SARS-CoV-2, обеспечивающие ре-
пликацию вируса [18, 19]. Cтруктурные белки 
SARS-CoV-2 N (nucleocapsid), E (envelope), M 
(membrane) и S (spike) также обладают способ-
ностью вызывать апоптоз in vitro [20]. Посев 
культуры вируса осуществляется в лаборатории 
с уровнем биобезопасности 3 (BSL-3), что соот-
ветствует 2 группе патогенности по российской 
классификации. Идентификация вируса прово-
дится с использованием полимеразной цепной 
реакции с обратной транскрипцией (ОТ-ПЦР), 
полного секвенирования генома и электронной 
микроскопии. 

Рис. 2. Клетки Vero инфицированные SARS-
CoV-2 под оптическим и электронным микро-

скопом [12].
Условные обозначения. А. Исходная культура 

клеток Vero. Б. Цитопатические эффекты клеток 
Vero, вызванные SARS-CoV-2 (3-и сутки после 

инокуляции) В и Г. Электронные микрофотогра-
фии тонких срезов клеток Vero, инфицирован-

ных SARS-CoV-2. Белые стрелки указывают на 
агрегаты внутриклеточных вирионов.

ния и циркуляции вирусов внутри лабораторных 
учреждениях. Однако выделение вирусов все же 
проводить необходимо для разработки некото-
рых тестов для диагностики SARS-CoV-2, при-
готовления цельновирионных убитых вакцин и 
некоторых других типов, проверки эффектив-
ности лекарственных препаратов и вакцин при 
появлении мутаций и т.д.

Молекулярно-генетические методы вклю-
чают: полимеразную цепную реакцию (ПЦР) и 
ее виды, петлевую изометрическую амплифика-
цию в виде технологии LAMP-реакции, секве-
нирование, биологическое микрочипирование, 
технологию CRISPR.

Полимеразная цепная реакция. Для выявле-
ния РНК вируса SARS-CoV-2 широко применя-
ются методы амплификации, для проведения 
которых выпускаются как наборы, предназна-
ченные для лабораторного использования, так 
и тест-системы, и устройства, позволяющие 
проводить диагностику инфицирования SARS-
CoV-2 вне лабораторий, на месте оказания по-
мощи (Point-of-Care – POC).

«Золотым стандартом» диагно стики 
COVID-19 является ОТ-ПЦР, который приме-
няется для рутинного подтверждения случа-
ев заболевания. Выявление РНК SARS-CoV-2 
этим методом включает три этапа: экстракцию 
РНК из образцов исследуемого материала, 
реакцию обратной транскрипции и амплифи-
кацию участка кДНК данного коронавируса с 
гибридизационно-флуоресцентной детекцией, 
которая производится непосредственно в ходе 
ПЦР. Для экстракции суммарной РНК вируса 
предпочтительно использовать метод фильтру-
ющей колонки и метод магнитных шариков. 
Метод «кипящего раствора» относительно ни-
зок по эффективности выделения нуклеиновой 
кислоты, что может привести к неправильному 
обнаружению, поэтому его не рекомендуется 
использовать. 

Реакция обратной транскрипции проводит-
ся с целью образования комплементарной ДНК 
(кДНК) на матрице РНК. Затем с полученны-
ми пробами кДНК проводится реакция ампли-
фикации участков при помощи специфичных 
к этим участкам кДНК праймеров и фермента 
Taq-полимеразы. В составе реакционной смеси 
присутствуют флуоресцентно меченые олиго-
нуклеотидные зонды, которые гибридизуются с 
комплементарными участками амплифицируе-
мых мишеней кДНК, в результате чего проис-
ходит нарастание интенсивности флуоресцен-
ции. Это позволяет регистрировать накопление 
специфического продукта амплификации путем 
измерения интенсивности флуоресцентного сиг-
нала [21; 22; 23; 24]. 
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В настоящее время известно в мире более 
тысячи тест-систем для ПЦР-диагностики, ко-
торые имеют разные гены мишени, только в Рос-
сийской Федерации разные институты, фирмы 
производят около 400 тест-систем. По данным, 
которые приводятся в наставлениях, их чувстви-
тельность составляет от 103 до 105 копий на 1 мл. 
Праймеры зонда RdRp-SARSr (Charité) имеет 
несколько более низкую чувствительность [22]. 
Однако сравнительного и оценочного изучения 
различных тест-систем для ПЦР по генам-ми-
шеням в исследуемом материале до настоящего 
времени вероятно не проводилось и отсутству-
ют результаты такого исследования в доступной 
научной литературе. Поэтому интерпретировать 
результаты ПЦР у пациентов, особенно при вы-
полнении исследований в разных лабораториях 
в некоторых случаях достаточно сложно. Одна-
ко следует отметить, что принципиальных раз-
личий в использовании поиска специфических 
генов в разных странах нет. 

В последние несколько месяцев предложен 
количественный тест ПЦР для обнаружения 
РНК вируса SARS-CoV-2 в биоматериале, пер-
вый в России, который создали сотрудники на-
учной группы разработки новых методов диа-
гностики острых респираторных заболеваний 

В качестве целевых мишеней рекомендуется 
использовать несколько генов: нуклеокапсида 
(N), мелкой мембраны (E), «протеиновых ши-
пов» (S) и специфической РНК-зависимой РНК-
полимеразы (RdRP). Поскольку происходят но-
вые мутации в геноме вируса SARS-CoV-2, для 

Таблица 1 
Определение генов-мишеней у SARS-CoV-2 в тест-системах ПЦР, используемых 

в некоторых странах ведущими производителями

Страна и организация Рекомендуемые гены-мишени
Китай, China CDC N (nucleocapsid phosphoprotein), ORF1ab
Германия, Charite N, E (envelope protein), RdRP (ORF1ab)
Гонконг, Гонконгский университет (HKU) N, ORF1b-nsp14
Япония, National Institute of Infectious Diseases S (surface glycoprotein), ORF1a, ORF10

США US CDC, Atlanta N (три варианта набора олигонуклеоитидов для 
выявления последовательности гена N) 

Франция, Париж, Институт Пастера, Two targets in RdRP
Таиланд, Национальный Институт Здоровья N
Россия, ООО НПФ «Литех» RdRp, Е
Россия, ООО «ДНК-Технология ТС» N, E (1), Е (2)
Россия, ООО «Компания
Алкор Био» ORF1ab, ORF8, N

Россия, Компания «ИнтерЛабСервис» upE геном MERS-Cov и ген Pol SARS-Cov
Россия, Институт «Вектор» ORF1a

повышения надежности диагностики в качестве 
мишеней используют комбинацию 2-3 специфи-
ческих генов. В разных странах мира для детек-
ции РНК-вируса используются разные гены ви-
русов, которые кодируют разные белки (таблица 
1). [9; 25 - 27].

Центрального научно-исследовательского ин-
ститута (ЦНИИ) эпидемиологии Роспотребнад-
зора. Количественное содержание РНК SARS-
CoV-2 можно определять в любых биологиче-
ских материалах человека: мазках из носо- и 
ротоглотки, мокроте, фекалиях, плазме крови и 
других образцах. Этот анализ важен не только 
для выявления заразившихся и их своевремен-
ной изоляции, но и для больных с признаками 
поражения легких [28].

Интерпретация ПЦР анализа. У большин-
ства пациентов с COVID-19 вирусная РНК в 
мазке из носоглотки, измеренная с помощью 
порогового цикла (количества циклов репли-
кации, необходимых для получения флуорес-
центного сигнала), обнаруживается за три дня 
до появления симптомов и достигает пика в те-
чение первой недели их появления. Чем ниже 
значения порогового цикла, тем выше нагруз-
ки вирусной РНК. Значение порогового цикла 
менее 40 клинически регистрируется как ПЦР 
положительный результат. Эта позитивность 
начинает снижаться к третьей неделе и впо-
следствии становится незаметной. Однако, 
значения порогового цикла, полученные у тя-
желобольных госпитализированных пациентов, 
ниже, чем значения при легких случаях тече-
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в том числе содержащиеся в назальных спреях 
и др. удаляются в ходе выделения нуклеиновой 
кислоты с использованием комплектов/наборов 
для пробоподготовки. Для снижения количе-
ства ингибиторов ПЦР необходимо соблюдать 
правила взятия биологического материала. При 
подозрении на наличие в образце большого ко-
личества ингибиторов ПЦР рекомендуется вы-
бирать методы выделения нуклеиновых кислот, 
позволяющие максимально удалить ингибиторы 
ПЦР из образца, не рекомендуется использовать 
экспресс-методы выделения нуклеиновых кис-
лот [24]. 

Диапазон вирусной нагрузки SARS-CoV-2 мо-
жет варьировать в широких пределах от очень 
низких значений (104 и менее копий/мл) в био-
материале от лиц с бессимптомным носитель-
ством и лиц на стадии выздоровления до крайне 
высоких значений (более 109 копий/мл) в био-
материале от пациентов с клинической картиной 
острой вирусной пневмонии. В связи с этим, при 
выполнении исследований в клинической лабо-
ратории серьезную опасность представляет риск 
кросс-контаминации между образцами на всех 
этапах работы, особенно при аликвотировании 
и выделении РНК. Перекрестная контаминация 
высококопийным биоматериалом может приво-
дить к появлению спорадических ложноположи-
тельных результатов. 

Для повышения чувствительности ПЦР-тест 
система должна содержать в своем составе вну-
тренний контрольный образец, который добав-
ляется во все пробы для контроля правильности 
выделения РНК и реакции обратной транскрип-
ции [29]. Отсутствие такого контроля может 
также потенциально приводить к некоторому 
количеству ложноотрицательных результатов.

Положительным считают результат при об-
наружении относительного числа копий хотя 
бы одной специфической последовательности 
РНК SARS-CoV-2 в образцах носоглотки или 
мокроты. Регулярное определение последова-
тельности вируса в образцах из клинических 
материалов может быть полезным для монито-
ринга мутаций вирусного генома, способных 
повлиять на эффективность диагностических 
тестов, и указывает на наличие различных ге-
нотипов вируса в образцах верхних и нижних 
дыхательных путей пациента [30].

Секвенирование. Для пациентов с подозре-
нием на COVID-19, в дополнение к традици-
онному ПЦР-анализу, используют стратегию 
макрогеномного обнаружения (mNGS), осно-
ванную на технологии секвенирования, с непо-
средственным извлечением нуклеиновых кислот 
всех микроорганизмов в зараженных образцах 
для высокопроизводительного секвенирования. 

ния болезни. Положительная ПЦР-активность 
может сохраняться и после 3-х недель с начала 
заболевания, когда большинство легких случаев 
уже дают отрицательный результат. Однако «по-
ложительный» результат ПЦР отражает только 
обнаружение вирусной РНК и не обязательно 
указывает на наличие жизнеспособного вируса. 
Преимуществами ПЦР являются высокая чув-
ствительность и специфичность, по сравнению 
с другими методами и технологиями, тем не ме-
нее у метода ПЦР есть и существенные недо-
статки, такие как дорогостоящее оборудование 
для амплификации, довольно сложные методы 
обнаружения и анализа результатов, дорогосто-
ящие наборы реагентов.

Существенную проблему специфической 
диагностики COVID-19 составляют ложнопо-
ложительные и ложноотрицательные результа-
ты исследований, которые могут быть связаны 
как с объективными факторами (изменчивостью 
вируса, развитием инфекционного процесса, 
чувствительностью и специфичностью наборов 
и тест-систем), так и с субъективными фактора-
ми (ошибками при выполнении операционных 
процедур на преаналитических и аналитических 
этапах исследований, неправильным выбором 
методов исследований). 

К появлению ложноотрицательных резуль-
татов приводит ряд факторов: низкое качество 
образцов; образец был взят слишком рано или 
слишком поздно в течение заболевания; при 
обращении с образцом или в ходе его транс-
портировки не были соблюдены необходимые 
требования; технические факторы, связанные 
с выполнением теста, например, мутация ви-
руса или ингибирование ПЦР.  Поскольку вы-
деление РНК в хорошем качестве в потоковом 
режиме выделения представляет собой очень 
сложную задачу, существует вероятность того, 
что РНК из образца может быть повреждена, и 
ПЦР станет недостаточно эффективной. Нали-
чие ингибиторов ПЦР в образце биологического 
материала может быть причиной сомнительных 
(неопределённых) результатов. К ингибиторам 
ПЦР, источником которых может являться об-
разец нуклеиновой кислоты, по результатам 
анализа рисков отнесены следующие вещества: 
гемоглобин, присутствующий в образце РНК в 
результате неполного удаления в ходе выделе-
ния РНК из образца биоматериала, содержащего 
примесь крови, а также изопропиловый спирт 
и метилацетат, присутствующие в образце РНК 
в результате неполного удаления промывочных 
растворов в ходе пробоподготовки. Примеси, 
содержащиеся в образце биоматериала, такие 
как слизь, кровь, элементы тканевого распада и 
воспаления, местные лекарственные препараты, 
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Путем сравнения специальной микробной базы 
данных с интеллектуальным алгоритмом анали-
за получают информацию о видах подозревае-
мых патогенных микроорганизмов и одновре-
менно обнаруживают различные респираторные 
патогены, включая вирус SARS-CoV-2, обеспечи-
вая более точную и всестороннюю картину за-
ражения. Высокотехнологичное решение позво-
ляет наблюдать за изменениями генома вируса 
и появлению новых мутаций и оперативно реа-
гировать на них. Изменения генома вируса ока-
зывают прямое влияние как на эффективность 
создаваемых вакцин и используемых методов 
диагностики и лечения, так и на его вирулент-
ность и трансмиссивность [31]. Контролировать 
быстро меняющуюся ситуацию помогут мони-
торинг генетических изменений и своевремен-
ная передача данных в общую международную 
базу EpiCoV GISAID.

Технология секвенирования включает следу-
ющие этапы: экстракцию нуклеиновых кислот 
из образца биоматериала, секвенирование, био-
информационный анализ и получение результа-
тов тестирования, их интерпретация.

Среди используемых протоколов секвениро-
вания чаще всего в мире используется ARTIC 
Network, основанная на реагентах зарубежных 
производителей с длительными сроками постав-
ки, что отражается на оперативности проведения 
исследований. Кроме того, глубина покрытия ге-
нома SARS-CoV-2 оказывается неравномерной, 
что снижает качество данных о некоторых об-
ластях генома. В России был создан консорци-
ум (CoRGI),  который разработал тест-систему 
Parseq Lab, прошедшую апробацию в ФГБУ 
«НИИ гриппа им А.А. Смородинцева» Минздра-
ва России и выявила ряд преимуществ: за счет 
использования большего количества более ко-
ротких ампликонов, по сравнению с протоколом 
ARTIC Network, добиться более равномерного 
покрытия генома SARS-Cov-2; проанализировать 
больше образцов в 2 раза; сократить временные 
затраты на анализ;  стандартизировать анализ 
данных; создать набор в основном отечествен-
ных реагентов; разработать специальное про-
граммное обеспечение для обработки данных 
используя адаптированное программное обе-
спечение; позволить существенно облегчить 
обработку данных, подвести анализ под единые 
алгоритмы и стандарты. Все это является базой 
для широкого внедрения секвенирования ново-
го поколения геномов SARS-CoV-2 в различные 
научные и диагностические учреждения и лабо-
ратории России [32].

Изотермическая амплификация. Альтерна-
тивный подход к амплификации специфическо-
го образца ДНК, который не требует изменения 

температуры реакционной смеси, и поэтому 
называется изотермической амплификацией. 
Проведение изотермической амплификации 
требует намного меньше времени и не требует 
прибора  -амплификатора, что делает методику 
особенно удобной для применения в нестацио-
нарных условиях и во время приема пациента. 
Преимущества методики: быстрый протокол, ми-
нимальное количество требуемого оборудования, 
надежное проведение реакции в присутствии ин-
гибиторов полимерации, простая оптическая де-
текция прохождения реакции. Одним из несколь-
ких существующих вариантов изометрической ам-
плификации является LAMP-реакция  – это метод 
специфической диагностики, который называется 
петлевая изотермальная амплификация RT-LAMP 
(reverse transcriptioncoupled – Loop-Mediated 
Isothermal Amplification) и позволяет проводить 
обратную транскрипцию и амплификацию в од-
ной пробирке, без переноса жидкости. Сущность 
данного метода заключается в удвоении участка 
нуклеиновой кислоты с высокой специфичностью, 
эффективностью и скоростью в условиях постоян-
ной температуры. Амплификацию проводят с по-
мощью четырех - шести специально подобранных 
праймеров, что обеспечивает высокую специфич-
ность реакции, так как они узнают 6 или 8 после-
довательностей-мишеней, что в 10 раз превышает 
чувствительность стандартной ПЦР [24].

Для LAMP-амплификации достаточно мень-
ше 10 копий целевого участка в исходной ре-
акционной смеси. И иногда из-за меньшей 
чувствительности к примесям и ингибиторам 
в качестве образца можно использовать даже 
грубые лизаты и биологические жидкости. Пре-
имуществами метода петлевой изотермальной 
амплификации также являются: сокращение 
времени анализа образцов (более чем в 3 раза) 
за счет сокращения числа стадий предваритель-
ной подготовки. Конечные результаты анализа 
можно получить уже через 15 - 60 минут; про-
стота - выполняется в один этап, легко визуа-
лизировать конечные продукты; экономическая 
эффективность - не требуется специальных 
дорогостоящих реагентов и оборудования [33] 
Сравнительная характеристика методов ампли-
фикации приведена в таблице 2.

Биологические микрочипы. Еще одним спосо-
бом обнаружения коронавируса является тест на 
основе микрочипов. Биологические микрочипы 
представляют собой совокупность ячеек, распо-
ложенных на поверхности стекла или пластика. 
На матрице-подложке биочипа расположено 
множество ячеек с гидрогелем (диаметр ячейки 
около 100 мкм, на одном квадратном сантиме-
тре размещается до тысячи ячеек). В ячейках 
содержатся молекулы-зонды (фрагменты ДНК, 
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Таблица 2
Сравнительная характеристика ПЦР и LAMP

Характеристика ПЦР LAMP
Предварительный этап денатура-
ции нуклеиновой кислоты (НК) Необходим Не нужен

Температурный режим Требует термоциклирования Изотермический (обычно 65°C)
Специфичность Средняя (2 праймера) Высокая (4-6 праймеров)

Чувствительность к примесям Высокая Как правило, требуется 
выделение НК

Более низкая Выделение НК 
требуется не всегда

Степень амплификации 109 раз (30 циклов) 109-1010 раз
Время реакции 45 мин - > 3 ч 5 – 60 мин

Приборы Дорогой амплификатор Недорогой термоблок, термостат 
или водяная баня

РНК-матрица
Предварительный этап обратной 
транскрипции, дополнительный 

фермент обязателен

Обратная транскрипция 
при той же температуре, 

дополнительный фермент нео-
бязателен

Визуальные методы детекции Нет Есть

Когда молекулы подходят друг к другу как 
ключ к замку, происходит гибридизация - соеди-
нение молекул с помощью химических связей. 
Ячейка, в которой произошла реакция, флуо-
ресцирует, потому что пробу предварительно 
обрабатывают светящейся меткой. С помощью 
обратной транскриптазы РНК коронавируса 
продуцирует кДНК, меченную специфическими 
зондами. Затем эти меченные кДНК помещают-
ся в лунки и гибридизуются с твердофазными 
олигонуклеотидами, закрепленными на микро-
чипе с последующей промывкой для удаления 
свободных ДНК. В результате РНК коронавиру-
са может быть определена путем исследования 
специфических зондов [35]. 

Технология CRISPR. Перспективным направ-
лением в диагностике COVID-19 являются те-
сты, основанные на методе CRISPR (clustered 
regularly interspaced short palindrom ic repeats), 
например, SHERLOCK (Specific High Sensitivity 
Enzymatic Reporter UnLOCKing - специфиче-
ский высокочувствительный ферментативный 
репортер разблокировки). CRISPR – система 
представляет собой локусы бактерий, архей и 
вирусов, состоящие из прямых повторяющихся 
последовательностей, которые разделены уни-
кальными по своей структуре спейсерами. Те-
сты основаны на способности системы CRISPR 
узнавать специфические геномные участки и 
вырезать их с помощью нуклеаз - Cas-белков. 
Метод SHERLOCK основан на использовании 

Cas13 для детекции РНК вируса в концентра-
ции от 10 - 100 молекул РНК на микролитр [36]. 
Исследователи, работающие с этой технологи-
ей, считают, что в дальнейшем возможно при-
менение платформы SHERLOCK вместо спец-
ифических ПЦР-анализов. Тест имеет высокую 
аналитическую специфичность и чувствитель-
ность и позволяет проводить количественное 
определение геномной РНК. Время от загрузки 
материала до получения результата 5 - 30 минут. 
Постановка метода в данном варианте требует 
очень высокой чистоты реагентов и окружаю-
щего пространства в связи с возможным пере-
крестным загрязнением гетерогенными нукле-
азами, существенно искажающими результаты 
исследования. В данный момент этой техноло-
гией тестировались только образцы очищенной 
вирусной РНК, поэтому адаптировать метод для 
тестирования реальных клинических образцов 
ещё предстоит [37 - 39].

Иммунохимические методы определения 
антигенов. При возникновении ситуаций, в 
которых методы амплификации нуклеиновых 
кислот недоступны, либо их применение клини-
чески нецелесообразно ввиду длительного вре-
мени выполнения, для диагностики инфекции, 
вызванной вирусом SARS-CoV-2, допускается 
использование иммунохимических экспресс-те-
стов, которые позволяют непосредственно выяв-
лять в секрете дыхательных путей белки вируса, 
синтезирующиеся в ходе репликации. Большин-
ство таких тест-систем основаны на называемой 
сэндвич-схеме иммуноанализа с применением 
латерального проточного метода. Устройство 
состоит из пластиковой тест-кассеты с лунками 

РНК, белки). Каждая ячейка является аналогом 
микропробирки, в которой происходит реакция 
между молекулами-зондами и молекулами ис-
следуемой пробы [34].
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для образца и буфера, полоски с мембраной на 
основе нитрата целлюлозы с нанесенной на ней 
тестовой линией (сорбированы специфические 
антитела против комплексов определяемого 
антигена с конъюгированными антителами), а 
также контрольной линией (сорбированы спец-
ифические антитела против конъюгированных 
антител). Благодаря удобству применения и 
короткому времени, которое необходимо для 
выполнения теста, такие экспресс-тесты могут 
способствовать переходу к децентрализованным 
схемам проведения тестирования пациентов, у 
которых возникают первые симптомы заболе-
вания, за счет расширения масштабов тестиро-
вания и увеличения темпов диагностической 
работы. Однако, эти тесты имеют меньшую 
чувствительность по сравнению с методами 
амплификации нуклеиновых кислот. Согласно 
исследованиям, при использовании данных те-
стов для анализа образцов материала из верхних 
дыхательных путей наблюдался крайне большой 
разброс чувствительности в диапазоне 0 - 94% 
[40 - 49], тогда как специфичность оставалась 
стабильно высокой (более 97%). Наилучшая эф-
фективность применения наблюдаются у паци-
ентов с высокой вирусной нагрузкой (значение 
Ct ≤25 или >106 копий вирусного генома/мл), как 
правило, находящихся на предсимптомной (1–3 
дня до появления симптомов) или в начале ма-
нифестной (первые 5–7 дней болезни) стадии за-
болевания [50; 51]. Спустя 5–7 дней от момента 
появления симптомов заболевания имеется вы-
сокая вероятность снижения вирусной нагрузки 
у пациентов, и при обследовании с использова-
нием иммунохимических экспресс-тестов воз-
растает вероятность получения ложноотрица-
тельных результатов [10]. 

Для правильной интерпретации результатов 
диагностических экспресс-тестов и принятия 
рациональных мер необходимо располагать 
сведениями о распространенности заболевания 
по данным эпиднадзора, так как эта информа-
ция определяет прогностическую ценность 
положительного и отрицательного результата. 
Меньшая, по отношению к методам амплифи-
кации нуклеиновых кислот, ожидаемая чувстви-
тельность этих экспресс-тестов не позволяет 
их применять для скрининга. Однако возмож-
ность быстрого (в течение 20 минут) получения 
результата, при высокой специфичности, воз-
можно идентифицировать носителя инфекции 
в случае получения положительного результата 
и приступить к соответствующим лечебным и 
противоэпидемиологическим мероприятиям. 
Отрицательный результат такого экспресс-те-
ста должен быть обязательно перепроверен в 
исследовании методом амплификации нуклеи-

новых кислот. Объем накопленных в настоящее 
время фактических данных в отношении эффек-
тивности и практического применения иммуно-
химических экспресс-тестов для определения 
в исследуемом материале вируса SARS-CoV-2 
недостаточен и требует дальнейшего изучения.

Серологические методы включает набор 
технических приемов: иммунохроматографиче-
ский анализ (ИХА), иммуноферментный анализ 
(ИФА), иммунохемилюминесцентный анализ 
(ИХЛА), определение вируснейтрализующих 
антител.

Инфекция COVID-19 может быть обнаруже-
на косвенно – путем изучения иммунного отве-
та организма человека на проникновение вирус 
SARS-CoV-2. Чтобы ответить на вопрос, под-
вергался ли человек воздействию SARS-CoV-2 и 
развился ли у него иммунный ответ, используют 
тесты на выявление антител к данному вирусу. 
В их основе лежат методы иммуноферментного 
анализа, иммунохроматографии и их аналогов, 
появившиеся позже молекулярно-генетических 
методов выявления SARS-CoV-2, так как для их 
разработки требуются знания о тех белках виру-
са SARS-CoV-2, на которые реагирует иммунная 
система человека. Но для этого необходимо вре-
мя, чтобы изучить строение вируса. 

Серологические исследования целесообраз-
но осуществлять с диагностической, эпидеми-
ологической, лечебной и профилактической 
целями.

Диагностическая цель использования сероло-
гических методов исследования: во-первых если 
клиническое и эпидемиологическое подозрение 
на COVID-19 у пациента существует и продол-
жает сохраняться, но ПЦР-исследование не про-
водилось или дало отрицательный либо неопре-
деленный результат, то для доказательной оценке 
состояния патологического процесса у пациента 
и объективного клинического диагноза необ-
ходимо определение различных антител - IgM, 
IgG, IgА к вирусу SARS-CoV-2; во-вторых - для 
оценки уровня антител к вирусу у медицинского 
персонала, работающего с больными COVID-19 
необходимо определение IgM, IgG, IgА.

В эпидемиологических исследованиях серо-
логические методы используются: для обследо-
вания популяции и определения доли переболев-
ших, перенесших инфекцию без симптомов, не 
контактировавших с возбудителем (определение 
IgG); при оценке инфицированности контактных 
при отсутствии обнаружения РНК вируса и т.д.

Для решения профилактических задач серо-
логические методы применяются: при разра-
ботке, испытаниях и контроле эффективности 
вакцин (определение IgG) и оценки состояния 
коллективного иммунитета в регионе.
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В лечебных целях результаты серологиче-
ских тестов помогают идентифицировать по-
тенциальных доноров реконвалесцентной плаз-
мы (один из методов лечения тяжелых больных 
СOVID-19) [30].

Иммунохроматографический анализ (ИХА). 
Быстрыми методами определения сывороточных 
антител для выявления вирусных белков являют-
ся Point-of-care (РОС) - «прикроватные» тесты с 
использованием метода ИХА (RDT (боковой по-
ток)/иммунохроматографический анализ). В POC 
- тестах могут выявляться IgG или IgG и IgM, или 
общие антитела в сыворотке, плазме, цельной кро-
ви и/или слюне. Важные преимущества – возмож-
ность использования капиллярной крови, быстрое 
исполнение.  В зависимости от реагентов выявля-
ют антитела IgG, IgM и IgA. Иммунохроматогра-
фические экспресс-тесты нашли широкое приме-
нение в местах оказания медицинской помощи, 
они используются в диагностике СOVID-19 для 
качественного выявления антител и указывают 
только на наличие или отсутствие антител IgM 
и IgG против SARS-CoV-2. Портативность тест-
кассеты и быстрота исполнения (результат в тече-
ние 10-30 минут) делают эти тесты удобными для 
использования в point-of-care, начиная с 3-го дня 
появления симптомов заболевания. Результаты 
иммунохроматографического теста не должны ис-
пользоваться в качестве единственного критерия 
для диагностики инфекции COVID-19, особенно 
при отрицательных результатах.

Иммуноферментный анализ (ИФА/ELISA). 
Твердофазный иммуноферментный анализ (ИФА/
ELISA) в диагностике COVID-19 на текущий пе-
риод времени разработан в качественном и коли-
чественном вариантах. В качестве материала для 
ИФА-исследования используют образцы сыворот-
ки или плазмы крови. В результате положитель-
ной реакции образуется окрашенный продукт 
окисления, производящий результирующий сиг-
нал, отражающий наличие специфических анти-
тел в образце пациента. Интенсивность окраски 
пропорциональна содержанию в образце антител 
к SARS-CoV-2. При диагнозе COVID-19 методом 
ИФА наиболее часто определяют наличие у па-
циента антитела IgM или IgG к SARS-CoV-2, это 
самый чувствительный тест определения антител 
в сыворотках крови.

Иммунохемилюминесцентный анализ (CLIA/
ИХЛА). ИХЛА является аналогом ИФА. В диагно-
стике у пациентов с COVID-19 позволяет опреде-
лить количественный уровень содержания антител 
IgM или IgG к штамму SARS-CoV-2 коронавируса 
в клиническом образце (сыворотке, гепаринизи-
рованной или цитратной плазме) на автоматизи-
рованных анализаторах. Принцип реакции: двух-
стадийный сэндвич-метод.

Лабораторные тесты методами ELISA/ИФА 
(иммуноферментный анализ) и CLIA/ИХЛА 
(иммунохемилюминесцентный анализ) для вы-
явления антител требуют обученного персонала 
и специального оборудования. Используются в 
лабораторных условиях, обеспечивая высокий 
уровень качества и незаменимы при массовом 
скрининге. Существуют разнообразные реше-
ния, варьирующие по аналитическим характе-
ристикам чувствительности и специфичности, 
уровня автоматизации, операционной эффектив-
ности, производительности, скорости выдачи 
результатов, подключению к информационным 
решениям и пр.

Интерпретация результатов. Определение 
уровня антител в диагностике COVID-19 позво-
ляет определить различные фазы инфекционно-
го процесса (рис. 3) [52]. IgA начинают форми-
роваться и доступны для детекции примерно со 
2 дня от начала заболевания, достигают пика 
через 2 недели и сохраняются длительное вре-
мя. IgM начинают выявляться примерно на 7-е 
сутки от начала заражения, достигают пика че-
рез неделю и могут сохраняться в течение 2-х 
месяцев и более. 

Примерно с 3-й недели или ранее опреде-
ляются IgG к SARS-CoV-2 [53]. Активная фаза 

Рис. 3. Результаты выявления антигенов и анти-
тел на различных этапах инфекционного процес-

са COVID-19 [52].

устанавливается при выявлении диагностически 
значимого уровня IgA или IgM в единственном 
образце или значимым нарастанием уровня IgG 
в парных сыворотках, взятых с интервалом в 
2-4 недели. Фаза сероконверсии характеризует-
ся тем, что антитела могут не выявляться в пер-
вичном образце, но выявляются во взятых через 
несколько дней образцах. Если концентрация IgA 
и IgM существенно снижается (падение титра в 
2-4 раза) во время выздоровления, при сохраня-
ющихся IgG через 2 недели после курса лечения 
и позднее позволяет говорить о фазе реконвалес-
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няется для определения наличия у пациента 
эффективных (вируснейтрализующих) антител 
и защитного иммунитета против COVID-19, так 
как дает количественную информацию о спо-
собности антител пациента. В сыворотке кро-
ви людей, иммунизированных или перенесших 
вирусное заболевание, обнаруживаются анти-
тела, способные нейтрализовать инфекционные 
свойства вируса. Эти антитела выявляются при 
смешивании сыворотки с соответствующим ви-
русом и последующем введении этой смеси в 
культуру клеток. На основании отсутствия ци-
топатического действия вируса судят о нейтра-
лизующей способности антител. Эта реакция 
в условиях in vitro широко используется для 
определения вида или типа вируса и титра ней-
трализующих антител на этапе идентификации 
вируса в вирусологическом методе. Метод ис-
следования трудоемкий, по времени занимает 
до 5 дней, не рекомендуется в качестве обыч-
ной диагностической процедуры. В диагности-
ке COVID-19 применяют 2 типа нейтрализаци-
онных тестов: вирус-нейтрализационный тест 
(VNT), такой как plaque-reduction neutralization 
(PRNT)/нейтрализация бляшкообразования 
или микро-нейтрализация, когда использует-
ся SARS-CoV-2 вирус из клинического изолята 
или рекомбинант SARS-CoV-2 expressing reporter 
proteins; а также псевдовирус-нейтрализацион-
ный тест (pVNT), при котором используется ре-
комбинантный псевдовирус (подобно vesicular 
stomatitis virus, VSV) с инкорпорированным S 
белком SARS-CoV-2. Результат анализа нейтра-
лизации антител демонстрирует способность 
плазмы или сыворотки пациента, перенесшего 
COVID-19, оказывать нейтрализующее действие 
на вирус в условиях живой культуры in vitro. В 
настоящее время этот метод применяется, глав-
ным образом, для научных целей [56, 57].

В России в настоящее время зарегистриро-
вано 327 различных тест-систем для выявления 
SARS-CoV-2, включая контрольные материалы 
для подтверждения воспроизводимости и пра-
вильности определения SARS-CoV-2. На 276 
тест-систем, из которых, установлен срок го-
сударственной регистрации до 01.01.2022 года, 
пролонгирована временная регистрация до 1 мая 
2022 г. Должны быть внесены поправки в поста-
новление Правительства РФ №507 от 15 апреля 
2020 года, регламентирующее временный поря-
док обращения тест-систем. В перечень входят: 

• 69 наборов реагентов для качественно-
го и количественного выявления анти-
тел к SARS-CoV-2, методом иммуно-
ферментного анализа, среди которых: 
иммуноферментноe  выявление специфи-
ческих антител класса IgG (32 набора); 

ценции. Перенесенная инфекция характеризуется 
персистенций IgG без роста его уровня в парных 
сыворотках и отсутствие IgA и IgM. Определение 
уровня IgG в высоких титрах через 4 недели по-
сле вакцинации позволяет подтвердить наличие 
поствакцинального иммунитета [54]. 

Серологическая диагностика особенно важ-
на для пациентов с легкой и средней степенью 
тяжести заболевания с поздними проявлениями 
симптомов – через две недели после попадания 
вируса. Кроме того, определение антител ста-
новится важным инструментом для понимания 
степени распространения COVID-19 среди насе-
ления и выявления лиц, обладающих иммуните-
том и потенциально «защищенных» от зараже-
ния (оценка иммунного статуса популяции) [55]. 

Как правило, обнаружение специфических 
антител после заражения SARS-CoV-2 указыва-
ет на то, что существует стимуляция антигена, 
которая не всегда связана с развитием инфекци-
онного процесса, поэтому этот метод является 
эффективным дополнением к обнаружению ну-
клеиновых кислот и является лишь косвенным 
доказательством проникновения в организм 
SARS-CoV-2. 

Потенциальной проблемой описанных ме-
тодов диагностики является вероятность полу-
чения ложноположительных результатов за счет 
иммунного ответа на другие коронавирусы, по-
скольку все вирусные белки в определенной 
степени будут вызывать реакцию образования 
антител. Не исключаются и ложноотрицатель-
ные ответы, которые могут быть при исследо-
вании биологических образцов, взятых на серо-
негативном этапе развития инфекции, или при 
обследовании пациентов со сниженным имму-
нитетом. Ложноположительные и ложноотрица-
тельные результаты могут также появляться при 
нарушении правил проведения лабораторных 
исследований на всех этапах.

Для минимизации ложноположительных ре-
зультатов рекомендуется ввести алгоритм после-
довательного тестирования пациентов, у кото-
рых получены первоначальные положительные 
результаты на антитела классов IgM/IgA или 
IgG, с использованием другого теста. С этой 
целью необходимо использовать тест-систему 
с максимальными чувствительностью и спец-
ифичностью, а также с одновременным выяв-
лением антител классов IgA, IgM, IgG, которая 
будет играть роль референтной (верифициру-
ющей) тест-системы. В качестве такой тест-
системы может использоваться тест-система 
для выявления рецептор-связывающего домена 
поверхностного гликопротеина S у SARS-CoV-2. 

Определение вируснейтрализующих анти-
тел. Анализ «нейтрализации антител» приме-
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иммуноферментное выявление  специфи-
ческих иммуноглобулинов класса IgМ (19 
наборов); иммуноферментное выявление 
специфических иммуноглобулинов клас-
са IgA (5 наборов); иммуноферментноe  
выявление суммарных антител IgG/IGM 
(9 наборов); иммуноферментное выявле-
ние cуммарных антител  IgM-IgG-IgA (4 
набора).  

• 66 наборов реагентов для иммунохро-
матографического выявления антител 
к SARS-CoV-2, (быстрые тесты), среди 
которых: иммунохроматографический 
анализ для качественного обнаружения 
общих антител IgM и IgG (63 набора); 
иммунохроматографический анализ для 
качественного обнаружения антител IgG 
(2 набора); метод латерального потока (1 
набор).

• 89 наборов реагентов для выявления 
антител иммунохемилюминесцентным 
методом, среди которых: иммунохемилю-
минесцентный метод выявления антител 
класса IgG (21 набор); иммунохемилю-
минесцентный метод выявления антител 
класса IgM (19 наборов); иммунохемилю-
минесцентный метод выявления общих 
антител класса IgM/IgG (20 наборов).

• 38 наборов контрольных материалов для 
подтверждения воспроизводимости и 
правильности качественного определе-
ния антител класса (IgG)/(IgM).

• 44 набора реагентов для выявления ан-
тигена SARS CoV-2, среди которых: экс-
пресс-тесты для обнаружения антигена 
вируса SARS-CoV-2 в мазках из носоглот-
ки методом иммунохроматографического 
анализа (37 набора); иммуноферментное 
определение нуклеокапсидного антигена 
SARS-CoV-2 (3 набора).

• 2 набора реагентов для иммунодиагно-
стического определения антигена уси-
ленной хемилюминесценции (2 набора).

• 2 набора контрольных материалов для 
качественного определения антигена ну-
клеокапсидного белка SARS-CoV-2 (2 на-
бора).

• 50 наборов реагентов для выявления РНК 
коронавируса SARS-CoV-2 методом ПЦР, 
включая контрольные материалы для 
подтверждения воспроизводимости и 
правильности определения мРНК SARS-
CoV-2 [58].

Перспективные методы лабораторной диа-
гностики. Специалисты НМИЦ гематологии и 
НИИ имени Л. Пастера в Санкт-Петербурге соз-
даются тесты, чтобы выявлять Т-лимфоциты, за-

щищающие от COVID-19, даже при отсутствии 
антител. Технология позволит подтверждать пе-
ренесенную коронавирусную инфекцию в спор-
ных случаях и будет использована для оценки 
эффективности вакцинации от COVID-19. Из-
вестно, что Т-лимфоциты хранят информацию 
о ранее выявленных иммунной системой в орга-
низме антигенах и формируют долговременный 
иммунитет к перенесенным инфекционным за-
болеваниям, особенно это характерно для вирус-
ных инфекций. Проведенные исследования по-
казали, что Т-лимфоциты, специфичные к SARS-
Cov-2 обнаруживаются у людей, которые пере-
несли инфекцию бессимптомно и не выработали 
антитела, их выявляют в образцах крови, взятых 
еще до пандемии. Это связано с перекрестным 
иммунитетом, вызванным ранее перенесенны-
ми циркулировавшими коронавирусными ин-
фекциями. У переболевших, особенно легко и 
бессимптомно не вырабатываются антитела, а 
Т-лимфоциты присутствуют. Исследования по-
казывают, что уже через полгода у значитель-
ной части переболевших количество антител 
сильно снижается, а у некоторых они исчезают. 
Т-клеточный ответ потенциально сохраняется 
гораздо дольше, но провести скрининг слож-
но, из-за технических трудностей – отсутствия 
простого метода определения специфических 
Т-лимфоцитов. Для этого разрабатывается тест-
система. Эта технология основана на методе вы-
явления реагирующих на вирус Т-лимфоцитов, 
конкретным набором фрагментов коронавирус-
ных белков, не дающих ложно-позитивную ре-
акцию Т-клеток [59]. 

Другой тест для оценки клеточного имму-
нитета пациенту относится к варианту аллерго-
логического метода, когда внутрикожно вводят 
специальный искусственный антиген к коро-
навирусу, после чего наблюдают за реакцией. 
Образование папулы, как при реакции Манту, 
означает положительный результат, то есть у па-
циента есть Т-клеточный иммунитет. На интен-
сивность иммунной реакции указывает размер 
образовавшейся припухлости, которую меди-
цинский работник измеряет линейкой и прини-
мает решение о необходимости вакцинации [60].

Таким образом, существуют различные спец-
ифические методы лабораторной диагностики 
COVID-19. Какие использовать из этих методов 
для клинической и эпидемиологической диа-
гностики, чаще определяется не объективны-
ми критериями: патогенезом заболевания или 
эпидемической ситуацией, а возможностями 
лабораторной службы в конкретном регионе и 
территории. Поэтому на качество и достовер-
ность лабораторного исследования влияют не 
существующий арсенал методов, который со-
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временный, хорошо технически оснащенный и 
научно-обоснованный, а конкретно для каждого 
региона организация лабораторной службы, ее 
оснащенность и подготовленность специали-
стов проводить исследования на современном 
методическом уровне.

ЗАКЛЮЧЕНИЕ
Методы лабораторной диагностики явля-

ются основными в установлении специфиче-
ского происхождения заболеваний, особенно 
это важно при диагностике инфекционных за-
болеваний. Современный уровень достоверной 
лабораторной диагностики достаточно высокий 
и основан на современных методах в основе ко-
торых лежат достижения науки в молекулярной 
биологии, генетике, иммунологии, биотехноло-
гии, микробиологии, вирусологии, физики, хи-
мии и т.д. Эти достижения как раз и позволили 
достаточно быстро обеспечить расшифровку 
этиологической причины новой коронавирус-
ной инфекции. Однако, как и имеющийся исто-
рический опыт было показано, что без широко-
го использования в каждой стране современной 
лабораторной базы, оснащенной современными 
технологиями не решит проблемы широкого ис-
пользования лабораторных методов только сила-
ми крупных научно-исследовательских центров. 
Огромное количество больных в разном клини-
ческом состоянии и носителей инфекции тре-
бует мощной и широко территориально разпо-
ложенной лабораторной базы в каждом регионе 
страны на уровне области или крупного города, 
а также овладение специалистами лабораторной 
службы методическими и техническими при-
емами многих лабораторных методов.

Мировой опыт этиологической диагностики 
COVID-19 доказывает необходимость сочетания 
молекулярно-генетических и специфических 
иммунологических лабораторных тестов. Для 
их проведения выпускаются в разных странах, 
в том числе и в Российской Федерации, как на-
боры, предназначенные для лабораторного ис-
пользования, так и тест-системы, и устройства, 
позволяющие проводить диагностику инфици-
рования SARS-CoV-2 вне лабораторий, на месте 
оказания помощи, т.е. необходим спектр мето-
дов и арсенал технических приемов для разных 
видов диагностики. Происходящая пандемия, 
вызванная COVID-19, не только подтвердила, но 
и показала необходимость обратить внимание 
на состояние лабораторной службы в структуре 
каждого региона. 

На современном этапе рекомендуемый алго-
ритм лабораторной специфической диагности-
ки COVID-19 включает выявление РНК SARS-
CoV-2 (тест-система, ориентированная на две/

три мишени генома вируса) методом ОТ-ПЦР/
изотермальная амплификация и серологическое 
исследование на специфические антитела IgМ, 
IgG, IgA. Интерпретация результатов исследо-
ваний методами амплификации нуклеиновых 
кислот и определения антител к SARS-CoV-2 
должна проводиться с учетом анамнеза, эпиде-
миологических и клинических данных. 
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immuniteta 
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РЕЗЮМЕ
Используемые в настоящее время методы лабораторной диагностики рака молочной железы (РМЖ) 

и связанные с ними диагностические процедуры не являются совершенными. В настоящее время имеется 
ограниченное количество данных, подтверждающих использование биомаркеров слюны в качестве 
диагностических инструментов для РМЖ. В данном обзоре представлены результаты исследований в области 
саливадиагностики РМЖ. Наиболее исследованными биомаркерами в составе смешанной слюны при РМЖ 
являются: эпидермальный фактор роста, раковый антиген 15-3, рецептор эпидермального фактора роста 
HER2/ neu. По данным литературы целесообразно использование слюны в качестве альтернативы крови 
для обнаружения мутаций в генах BRCA1 / 2 при выявлении наследственных форм РМЖ. Показано, что 
определение слюнной пероксидазы, конечных продуктов позднего гликирования, общего антиоксидантного 
статуса и малонового диальдегида  могут иметь существенное значение в неинвазивной диагностике РМЖ. 
Также рассматривается возможность использования для ранней диагностики РМЖ исследования профиля 
свободных аминокислот в слюне, транскриптомных биомаркеров - мРНК CSTA, TPT1, IGF2BP1, GRM1, 
GRIK1, H6PD, MDM4 иS100A8 и протеомного биомаркера - карбоангидразы VI, полиаминов, а также ряда 
метаболических белков. Полагают, что исследования слюны могут оказаться такими же полезными, как и 
исследования биомаркеров крови в лабораторной диагностике РМЖ, а изучение и описание констелляций 
исследуемых биохимических и генетических показателей крови и слюны при РМЖ представляет не только 
научную, но и практическую ценность для совершенствования лабораторных методов диагностики этого 
заболевания. Взаимосвязь биохимических и генетических факторов слюны и крови, а также перспективы 
использования их наиболее информативных констелляций для ранней диагностики РМЖ в настоящее время 
становится предметом детальных научных исследований, что подтверждается информацией, представленной 
в данном обзоре. 

Ключевые слова: рак молочной железы, саливадиагностика, скрининг, биомаркеры
EXISTING AND POTENTIAL POSSIBILITIES OF SALIVARY 

DIAGNOSTICS IN BREAST CANCER

Shatokhina A. S.2, Bykov I. M.1, Filippov E. F.1, Kurzanov A. N.1

1Kuban State Medical University, Krasnodar, Russia
2SBHI COD-1 State Budgetary Healthcare Organisation «Clinical Oncology Disptnsary № 1» Krasnodar, Russia

SUMMARY
Currently used methods of laboratory diagnostics of breast cancer (BC) and related diagnostic procedures are not 

perfect. Nowadays, there exists a restricted amount of information proving the application of salivary biomarkers as 
diagnostic instruments for BC. This review presents the research results in the field of salivary diagnostics in BC. The 
most well studied biomarkers of BC in mixed saliva are: epidermal growth factor, caner antigen 15-3, epidermal growth 
factor receptor HER2/neu. Some publications suggest that it is appropriate to use saliva as an alternative to blood 
to detect gene mutations in BRCA1/2 when searching for hereditary forms of BC. It was shown that determination of 
salivary peroxidase, advanced glycation end products, total antioxidant status and malone dialdegid can be of signifi-
cant importance in non-invasive diagnostics of BC. As a further possibility for early diagnosis of BC, it is considered to 
use profile analysis of free amino acids in saliva, transcriptomic biomarkers - mRNA CSTA, TPT1, IGF2BP1, GRM1, 
GRIK1, H6PD, MDM4, S100A8 and proteomicо biomarker - carboanhydrase VI, polyamines as well as a number of 
metabolic proteins. It is assumed that analysis of saliva can become as useful in laboratory diagnostics of BC as analy-
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sis of blood biomarkers. Moreover, research and description of constellations of analyzed blood and saliva biochemical 
and genetic values in BC are not only of a scientific interest, but are also of practical utility in order to improve laboratory 
diagnostics methods for this disease. Relationship between biochemical and genetic factors of saliva and blood, as 
well as the future use of their most informative constellations for early diagnosis of BC becomes currently a subject of 
detailed scientific research, which is proved by the facts provided in this review.

Key words: breast cancer, salivary diagnostics, screening, biomarkers.

Рак молочной железы (РМЖ) - это наиболее 
часто диагностируемый вид онкопатологии и 
основная причина смерти от рака среди женщин 
[1]. Междисциплинарный подход, включающий 
хирургическое, лучевое и системное лечение, 
в последние годы способствовал снижению 
смертности от РМЖ. Вероятно, снижение в ос-
новном связано с улучшением скрининга РМЖ 
и адъювантной терапии [2]. Ранняя диагностика 
РМЖ жизненно важна для увеличения выжива-
емости, снижения заболеваемости и снижения 
вероятности рецидива заболевания [3]. Когда 
РМЖ диагностируется на ранней стадии, ле-
чение оказывается более успешным [4]. РМЖ 
очень неоднородное заболевание, что затруд-
няет его диагностику и лечение. Диагностика 
РМЖ включает выявление заболевания с помо-
щью радиологического скрининга и подтверж-
дающей биопсии. Обычный скрининг с физиче-
ским осмотром и маммографией имеет чувстви-
тельность (54%) и специфичность (77%) [5]. 
Биопсия ткани молочной железы и гистопато-
логические исследования являются эталонным 
стандартом диагностики, но процедура инвазив-
на и сопряжена с определенными рисками [6].  
Современным трендом в развитии диагностики 
РМЖ является разработка неинвазивных или 
малоинвазивных диагностических процедур. К 
их числу в первую очередь относятся различные 
инструментальные (маммография, УЗИ, МРТ, 
ПЭТ) методы анализа. Использование методов 
молекулярной диагностики также ориентиро-
вано на неинвазивный анализ биологических 
жидкостей. Лабораторная онкодиагностика 
объединяет методы определения онкомаркеров 
– веществ, детектируемых в крови или других 
биожидкостях при развитие патологического 
процесса. Количество биомаркеров, реально ис-
пользуемых и рекомендуемых для диагностики 
и мониторинга РМЖ весьма ограничено.

Большинство онкозаболеваний являются 
системными и имеют многофакторный харак-
тер. Следовательно, биологические жидкости, 
такие как кровь, моча, и слюна, среди прочего, 
являются инструментами для прогнозирования 
развития и прогрессирования рака, отражая си-
стемные изменения в многомерных паттернах 
биомаркеров. Использование серийных уровней 
сывороточных онкомаркеров потенциально по-
лезно при оценке эффективности проводимой 

терапии. Однако доступные биомаркеры на ос-
нове крови не получили значимого применения 
для ранней диагностики РМЖ [7]. Одним из 
основных препятствий для скрининга РМЖ яв-
ляется тот факт, что большинство применяемых 
методов являются дорогостоящими, трудоза-
тратными и обременительными для пациентов.

В то время как методы визуализации все еще 
нуждаются в развитии, биомаркеры РМЖ в сы-
воротке крови уже продемонстрировали свои 
ограничения. Таким образом, выявление инфор-
мативных маркеров в биологических жидкостях 
организма для ранней диагностики РМЖ оста-
ется во многом не решенной проблемой. Акту-
альной проблемой в  диагностической медицине 
является разработка методов, которые являются 
информативными, эффективными и неинвазив-
ными. В этой связи любой новый диагности-
ческий подход, который потенциально может 
улучшить раннюю диагностику рака, монито-
ринг заболеваний и предполагает улучшение 
общей выживаемости заслуживает рассмотре-
ния [8]. В последние годы в качестве надеж-
ной биожидкости для обнаружения системных 
патологических состояний, таких как рак, ста-
ли рассматривать смешанную слюну (ротовую 
жидкость), молекулярные компоненты которой 
могут отражать системный статус организма 
[9]. Одна из современных тенденций в раннем 
выявлении РМЖ указывает на возможное реше-
ние  - использование биомаркеров цельной слю-
ны. Важно отметить, что слюна имеет преиму-
щества перед кровью в качестве биологической 
жидкости для клинической лабораторной диа-
гностики поскольку ее сбор осуществляется не-
инвазивно, что снижает дискомфорт для пациен-
та, когда требуется повторный сбор образцов и 
она содержит все биомаркеры, присутствующие 
в крови, хотя и в меньших количествах. Слюна 
как диагностический инструмент может внести 
существенное дополнение к арсеналу средств 
ранней диагностики и мониторинга РМЖ.

Первым исследованным биомаркером в со-
ставе смешанной слюны при РМЖ был эпидер-
мальный фактор роста (EGF) [10]. Значительно 
повышенные концентрации EGF были обнару-
жены в слюне у пациентов с РМЖ в сравнении 
с группой здоровых женщин, тогда как в плазме 
были обнаружены противоположные результаты 
и не было корреляции между значениями EGF в 
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плазме и слюне. Самые высокие значения EGF 
в слюне были обнаружены в подгруппе паци-
ентов с наличием местных рецидивов. Пример-
но в то же время к систематическому изучению 
возможностей саливадиагностики РМЖ присту-
пили исследователи Отдела диагностических и 
биомедицинских наук Научного центра здоро-
вья Техасского университета в Хьюстоне (США) 
под руководством профессора Чарльза Ф. Стрек-
фуса (C.F. Streckfus). Уже в 1999 году иследо-
ватели обнаружили наличие ракового антигена 
15–3 (CA 15–3) и рецепторов эпидермального 
фактора роста (c-erbB-2) в слюне, взятой у 135 
здоровых  женщин [11]. 

Целесообразность исследования именно 
этих онкомаркеров в составе слюны очевидна 
и логична. Раковый антиген CA 15-3, сверхэк-
спрессируется при различных эпителиальных 
раках и играет решающую роль в прогрессиро-
вании заболевания. CA 15-3 и CA 27.29 являют-
ся антигенами гликопротеина MUC-1. CA 15-3 
и CA 27.29, являются биомаркерами, одобрен-
ными Управлением по санитарному надзору за 
качеством пищевых продуктов и медикаментов 
(FDA) для мониторинга и лечения запущенного 
или рецидивирующего РМЖ [12]. Сывороточ-
ный CA 15-3 в основном используется для опре-
деления прогноза РМЖ и эффективности тера-
пии поскольку сывороточные уровни СА 15-3 
пропорциональны разным стадиям и размеру 
опухоли. CA 27.29 обладает более высокой чув-
ствительностью и меньшей специфичностью, 
чем CA15-3 [13]. 

Семейство белковых биомаркеров, которое 
включает рецепторы эпидермального фактора 
роста (HER1 или c-erbB-1) и HER2, которые на-
прямую определяют поведение эпителиальных 
клеток [14]. Их избыточная экспрессия в трой-
ных отрицательных типах РМЖ часто является 
признаком плохого прогноза и, в конечном ито-
ге, худших шансов на выживание [15]. HER2, 
также известный как HER2 / neu или c-erbB-2, 
является важным биомаркером для диагности-
ки типов РМЖ, предиктором прогрессирования 
HER2-положительных клеточных линий РМЖ, 
прогностическим индикатором снижения вы-
живаемости пациентов с метастатическим РМЖ 
[16; 13].

Результаты исследования [11] установили ис-
ходный уровень для измерения биомаркеров в 
слюне женщин без признаков злокачественного 
заболевания и обосновали представление о том, 
что концентрации CA 15–3 и c-erbB-2 в слюне 
могут быть полезны для выявления РМЖ и / 
или послеоперационного наблюдение за паци-
ентами, проходящими лечение от РМЖ. В 2000 
году было опубликованы первые результаты ис-

следований содержания в слюне рецептора эпи-
дермального фактора роста (EGFR), p53, катеп-
сина D, cerb B-2 (HER2 / neu) и ракового анти-
гена CA15-3  у пациентов с РМЖ [17], которые 
впервые обнаружили диагностически значимые 
уровни опухолевых маркеров: ракового антигена 
15-3 (CA15-3), c-erbB-2 и белка-супрессора он-
когена 53 (p53) в слюне женщин с РМЖ. Уров-
ни erb и CA15-3 у исследуемых пациентов были 
значительно (на 50%) выше, чем уровни в слюне 
здоровых контрольных субъектов и пациентов 
с доброкачественными опухолями.  Результаты 
этого пилотного исследования предполагают, 
что эти маркеры потенциально могут использо-
ваться при первоначальном выявлении и / или 
последующем скрининге для выявления РМЖ. 
Исследование [18] было предпринято, чтобы 
установить возможную полезность белкового 
компонента слюны c-erbB-2 у пациентов с РМЖ. 
Определение концентрации c-erbB-2 и CA 15-3 
выполняли в образцах стимулированной цель-
ной слюны и сыворотки крови, взятых у пациен-
тов перед любой дополнительной терапией или 
операцией, и последовательно во время терапии. 
Анализ парных t-тестов показал, что концентра-
ции c-erbB-2 в слюне показали значительную 
разницу между значениями до и после терапии 
(t = 4,245, P <0,0001). Кроме того, содержание 
c-erbB-2 в слюне показало большее процентное 
снижение во всех методах лечения по сравнению 
с другими маркерами [18]. Это предварительное 
исследование показало, что анализ экспрессии 
белка c-erbB-2 в слюне может быть очень по-
лезным диагностическим инструментом для из-
мерения реакции пациента на химиотерапию и 
/ или хирургическое лечение РМЖ. 

Из-за гетерогенности экспрессии c-erbB-2 
проведены более исчерпывающие протеомные 
исследования [19]. Авторы проанализировали 
протеомные профили слюны при инвазивном 
раке груди, протоковой карциноме in situ и фи-
броаденомах. Было идентифицировано всего 
130 белков, 40 из которых имели значительную 
дифференциальную экспрессию в группе злока-
чественных и доброкачественных заболеваний 
по сравнению с контрольной группой. Анало-
гичное исследование, анализирующее профили 
белков слюны у  женщин с инвазивной прото-
ковой карциномой стадии IIa и стадии IIb, вы-
явило в общей сложности 174 белка, из которых 
55 были обнаружены на обеих стадиях. Инте-
ресно, что 20 и 28 белков были специфичными 
для стадии IIa и стадии IIb соответственно [20]. 
В другом исследовании профили белков слюны 
сравнивали среди пациентов с РМЖ с положи-
тельным или отрицательным рецептором c-erb 
B-2, в результате было выявлено 188 белков 
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слюны в обеих группах, из которых 34 белка с 
повышенной регуляцией и 37 белков с понижен-
ной регуляцией экспрессировались значитель-
но дифференцированно. Считается, что боль-
шинство изменений белков слюны, вторичных 
по отношению к статусу рецептора c-erb B-2, 
связаны с иммунным ответом, метаболизмом и 
структурой клеток. Было предложено исполь-
зовать уровни HER2 в слюне для обнаружения 
HER2-типов РМЖ  [21]. В эти же годы иссле-
дователи других лабораторий проанализирова-
ли коррелятивную взаимосвязь между уровнем 
СА15-3 в сыворотке и слюне  [21; 22]. В группе 
пациентов с ранней стадией РМЖ измерялась 
концентрации CA15-3 в слюне и сыворотке по 
сравнению с контрольной группой [22] . Показа-
тели концентрации CA15-3 слюны и сыворотки 
были выше на стадии II по сравнению с стади-
ей I РМЖ. Несмотря на более низкую скорость 
слюноотделения у онкологических больных, 
наблюдалась значительная положительная кор-
реляция между концентрациями CA15-3 в сыво-
ротке и слюне, а также между концентрациями 
CA15-3 в сыворотке и дебитом CA15-3 в слюне. 
Результаты этого исследования позволили пред-
положить, что CA 15-3 слюны может потенци-
ально использоваться при начальном раннем вы-
явлении рака молочной железы у женщин. Было 
проанализировано содержание CA15-3 в слюне 
и сыворотке пациентов с РМЖ и в группе здоро-
вых добровольцев контрольной группы [23]. Ре-
зультат сравнения концентрации CA15-3 в слю-
не и уровня в сыворотке ни в группе пациенток 
с РМЖ ни в контрольной группе не был стати-
стически значимым, однако корреляция между 
концентрацией СА 15-3 в слюне и сыворотке 
была положительной и статистически значимой. 
Это позволило авторам предположить, что слю-
на может быть альтернативой крови для лабо-
раторного мониторинга РМЖ. В более поздней 
работе [24] также сообщили об умеренной кор-
реляции между концентрацией CA15-3 в слюне 
и сыворотке крови. В недавнем исследовании 
[25] определили концентрации CA15 3 в слюне 
и крови у пациенток с РМЖ с применением но-
вых диагностических тестов хемилюминесцент-
ного и электрохемилюминесцентного анализа с 
целью оценки новых диагностических подходов 
путем исследования CA15 - 3 в слюне. Уровни 
CA15 3 были самыми высокими для РМЖ IV 
стадии.  В другом исследовании, выполненном 
в той же лаборатории была обнаружена умерен-
ная связь между CA15-3 в сыворотке и слюне у 
пациентов с РМЖ (r = 0,56; P = <0,01) [26].

Примерно 5 % случаев РМЖ вызваны насле-
дованием мутаций в генах репарации ДНК. Наи-
более хорошо в этой связи изучены гены BRCA1 

и BRCA2. Гены-супрессоры опухолей BRCA1 
и BRCA2 являются двумя основными генами 
предрасположенности к РМЖ и раку яичников, 
а вредные мутации в этих генах вносят вклад в 
патогенез этих форм рака [27]. Мутантный ген 
BRCA передается по наследству, детерминируя 
риск развития РМЖ у родственниц больных 
РМЖ. Мутации BRCA рассматриваются как 
молекулярно-генетические маркеры, имеющие 
прогностическое значение. В клинической онко-
логической практике эти маркеры используется 
для ранней диагностики злокачественных ново-
образований и, в частности, РМЖ. Большин-
ство лабораторий используют цельную кровь 
в качестве основного источника образцов для 
генетических тестов BRCA. Однако слюна ста-
ла более удобным альтернативным источником 
геномной ДНК для генетического тестирова-
ния  [28;29]. Важное преимущество, связанное 
со слюной как источником геномной ДНК - ее 
стабильность при хранении и транспортировке. 
Сравнительные исследования, проведенные на 
образцах слюны и крови от доноров, конста-
тировали более чем 97% совпадении результа-
тов генотипирования [29;30]. Были выполнены 
сравнение эффективности слюны и крови как 
источников ДНК для выявления наследственных 
мутаций BRCA, а также оценка пригодности 
слюны в качестве альтернативного источника 
геномной ДНК для идентификации мутаций в 
генах BRCA1 / 2 [31]. Данные, полученные из 
образцов слюны, были в высокой степени со-
гласованы с образцами крови (среднее значение 
98 ± 0,02%), подтверждая использование слю-
ны в качестве подходящего источника геномной 
ДНК, что позволило рекомендовать использова-
ние слюны в качестве альтернативы для обнару-
жения мутации в генах BRCA1 / 2. 

Группой американских исследователей была 
обнаружена чрезвычайно важная, функция бел-
ка BRCA1. Методами молекулярно-генетиче-
ского анализа было показано, что белок BRCA1 
способен защищать клетки от оксидативного 
стресса посредством множественной актива-
ции экспрессии генов, ответственных за цито-
протекторный антиоксидантный ответ [32]. В их 
числе - гены, кодирующие ферменты глутати-
онтрансферазу и оксидредуктазу. Было установ-
лено, что гиперэкспрессия гена/ белка BRCA1 
приводит к повышению устойчивости клеток 
к действию оксидативных факторов, а его де-
фицит, наоборот, усиливает чувствительность к 
их воздействию. Более того, оказалось, что при 
оксидативном стрессе ген/белок BRCA1 значи-
мо влияет на окислительно-восстановительный 
внутриклеточный статус, повышая соотноше-
ние восстановленной и окисленной форм глу-
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татиона. Из белков, гиперэкспрессированных в 
высокометастатических линиях РМЖ, интерес 
представляет супероксиддисмутаза - фермент, 
регулирующий баланс активных форм кисло-
рода и перекисных радикалов в клетке. Супе-
роксиддисмутаза играет ключевую роль в анти-
оксидантной защите организма, а нарушение 
функции гена супероксиддисмутазы связано с 
высоким риском развития РМЖ [33].  

Нарушения окислительно-восстановительно-
го баланса и тяжелые окислительные повреж-
дения наблюдались как в сыворотке / плазме, 
так и в опухолях у больных РМЖ [34] (Rajneesh 
C.P. et al., 2008. Sawczuk B. et al., (2019) Проде-
монстрировано [35], что слюна больных РМЖ с 
мутацией BRCA1 характеризуется повышенной 
антиоксидантной способностью и более высокой 
степенью окислительного повреждения белков 
и липидов и такие изменения не наблюдались 
у больных раком без мутации BRCA1. Авторы 
показали, что слюнная пероксидаза, конечные 
продукты позднего гликирования, общий анти-
оксидантный статус и малоновый диальдегид 
могут иметь особое клиническое значение в не-
инвазивной диагностике РМЖ [35].

Исследована возможность использования 
профиля свободных аминокислот (SFAA) в слю-
не для ранней диагностики РМЖ [36]. Показано, 
что существуют значительные различия в кон-
центрации 15 SFAA в слюне между пациентками 
с РМЖ на ранней стадии заболевания (стадии I 
и II), больными РМЖ на поздней стадии (стадии 
III и IV) и здоровыми людьми из контрольной 
группы. Оценивали диагностическую эффек-
тивность каждого аминокислотного биомарке-
ра или индекса профиля SFAA для скрининга 
РМЖ. Значения площади под кривой (AUC) в 
контрольной группе по сравнению с РМЖ I-II 
на основе одного аминокислотного биомаркера 
составляли от 0,695 до 0,866. AUC для комбини-
рованного индекса профиля SFAA включающе-
го пролин (Pro), треонин (Thr) и гистидин (His), 
Pro, Thr, His составила 0,916 (чувствительность 
88, 2%, специфичность 85,7%) при различении 
контрольной группы от РМЖ I-II стадии. Таким 
образом диагностические возможности 15 SFAA 
в качестве ранних диагностических биомарке-
ров РМЖ были подтверждены, и диагностиче-
ская точность была улучшена при использова-
нии индекса профиля SFAA [36]. 

Самая большая проблема саливадиагностики 
состоит в том, что аналиты в слюне находятся в 
значительно более низких концентрациях, чем 
в крови. По этой причине для поиска биомар-
керов РМЖ целесообразно тестирование в слю-
не РНК, поскольку системы обнаружения РНК, 
такие как ПЦР, могут амплифицировать очень 

небольшие количества РНК  [37].  Недавно было 
обнаружено, что РНК попадает в слюну из раз-
личных тканей организма через наноразмерные 
мембранные везикулы экзосомы [38], высвобож-
даемые различными типами клеток. Экзосомы 
сохраняют свое цитоплазматическое содержи-
мое и, таким образом, транспортируют белки, 
мРНК и микроРНК, характерные для клетки, из 
которой они произошли. При РМЖ содержимое 
в виде миРНК и белков, обнаруженных в опу-
холевых экзосомах, выделенных из жидкостей 
организма пациентов, играет важную роль в 
развитии и прогрессировании рака [39] Эти осо-
бенности делают экзосомы потенциальными ис-
точниками биомаркеров при РМЖ. Экзосомы в 
цельной слюне человека были впервые описаны 
[40]. Благодаря своей доступности слюна ста-
ла потенциальным источником экзосомальных 
биомаркеров для диагностической и прогно-
стической оценки [41]. Использование экзосом 
слюны может быть многообещающим для вы-
явления предраковых поражений и ранних ста-
дий рака.  У пациентов с РМЖ уровни CEA и 
CA15  - 3 в циркулирующих экзосомах связаны 
с прогрессированием рака [42].

Биомаркерный потенциал экзосом открывает 
большие возможности для диагностики и лече-
ния РМЖ. Циркулирующие микроРНК, инкап-
сулированные в экзосомы, представленные как 
ранний идеальный биомаркер РМЖ, и характер 
экспрессии экзосомальных miРНК также корре-
лируют со степенью злокачественности опухоли 
и прогнозом [43]. Сообщалось, что аберрации 
в экспрессии миРНК участвуют в онкогенезе и 
развитии рака [44]. Было обнаружено, что бо-
лее 133 миРНК представляют аномальные уров-
ни экспрессии в тканях РМЖ. На сегодняшний 
день исследования сосредоточены на профили-
ровании экспрессии микроРНК при РМЖ [45]. 
Продемонстрировано, что миРНК стабильны в 
жидкостях организма, таких как слюна, и име-
ют большой потенциал стать неинвазивными 
инструментами скрининга для выявления рака 
[46; 47].

Наиболее перспективным направлением по-
иска эффективных возможностей ранней диа-
гностики РМЖ является использование панели 
биомаркеров. В исследовании, объединяющем 
транскриптомный и протеомный подходы [48] 
определили профили транскриптома и протео-
ма слюны у больных РМЖ. Было проанализиро-
вано 113 образцов слюны, чтобы предоставить 
биомаркеры для выявления РМЖ. Существен-
ные различия наблюдались в транскриптомном 
и протеомном профилях слюны между паци-
ентами с РМЖ и контрольной группой. Четы-
ре белка (карбоангидраза VI (CA6), псориазин, 
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транстиретин и циклофилин A) были подвер-
гнуты проверке с использованием иммуно-
блоттинга на обнаруженном наборе образцов. 
Уровни CA6 и псориазина между раковыми и 
контрольными образцами показали значитель-
ные различия (p = 0,012 и 0,014 соответственно) 
[48]. Уровень CA6 слюны показал значительную 
разницу между РМЖ и здоровой контрольной 
группой (P= 0,0017). Интересно, что CA6, ко-
торый был подтвержден в цитируемом иссле-
довании, также был обнаружен в предыдущем 
исследовании протеомного профилирования с 
использованием образцов слюны от пациентов 
с неинвазивным РМЖ [19], что указывает на 
потенциал этого биомаркера для раннего выяв-
ления РМЖ. Показано, что комбинация восьми 
транскриптомных биомаркеров - мРНК (CSTA, 
TPT1, IGF2BP1, GRM1, GRIK1, H6PD, MDM4 
и S100A8) и одного протеомного биомаркера 
(CA6) может быть использована для обнару-
жения и идентификации РМЖ с высокой точ-
ностью (92%), чувствительностью 83% и спец-
ифичностью 97% [48]. Результаты цитируемого 
исследования демонстрируют значительные 
различия в транскриптомных и протеомных 
профилях слюны между пациентами с РМЖ и 
контрольной группой.  Представленные авто-
рами результаты подтверждают, что транскрип-
томные и протеомные сигнатуры в слюне могут 
служить биомаркерами для неинвазивного вы-
явления рака молочной железы.

Исследования биомаркеров слюны у паци-
ентов с РМЖ были предприняты не только на 
протеомном и транскриптомном, но и на метабо-
ломном уровне [49], которые позволили иденти-
фицировать 28 метаболитов в слюне пациентов 
с РМЖ. Хотя значительные различия были об-
наружены в нескольких метаболитах среди па-
циентов и здоровых людей из контрольной груп-
пы, ни одно из них не было специфичным для 
РМЖ. В другом метаболомном исследовании 
[50] анализировали присутствие полиаминов в 
слюне пациентов с РМЖ и здоровых людей из 
контрольной группы. Многочисленные поли-
амины (SPM, Ac-SPM, N8-Ac-SPD, DAc-SPM, 
N1-Ac-SPD, DAc-SPD, CAD и Ac-PUT) присут-
ствовали в значительно более высоких концен-
трациях в группе больных раком по сравнению 
с контрольной группой, тогда как два полиами-
на (ORN и PUT) присутствовали в более высо-
ких концентрациях в контрольной группе [50]. 
Было получено диагностическое уравнение для 
различения пациентов с РМЖ от пациентов без 
рака со степенью согласованности 88% в прове-
рочном наборе. Кроме того, авторы определили 
послеоперационную концентрацию полиаминов 
в группе рака и разработали дискриминантный 

анализ, образованный шестью полиаминами 
(N8-Ac-SPD, N1-Ac-SPD, CAD, DAc-SPD, PUT, 
и Ac-PUT) со степенью соответствия 70% между 
до- и послеоперационными измерениями. Дей-
ствительно, исчерпывающий анализ показал 
снижение N1-Ac-SPD и увеличение N8-Ac-SPD. 
Соотношение N8-Ac-SPD / (N1-Ac-SPD + N8-
Ac-SPD) показало почти 80% чувствительность 
и специфичность, что свидетельствует о его по-
тенциале в качестве показателя состояния здо-
ровья после хирургического лечения [50].

Уровни сосудистого эндотелиального факто-
ра роста (VEGF), эпидермального фактора ро-
ста (EGF) и карциноэмбрионального антигена 
(CEA) в слюне больных РМЖ измеряли с помо-
щью иммуноферментного анализа (ELISA) [51]. 
Авторы установили, что уровни исследуемых 
веществ ротовой жидкости были значительно 
повышены у больных РМЖ. Модель логисти-
ческой регрессии показала, что наилучшей про-
гностической комбинацией были VEGF и EGF 
слюны с чувствительностью 83% и специфич-
ностью 74% (AUC = 0,84) [51]. Эти результа-
ты позволили сделать вывод, что тестирование 
слюны - это новое направление для исследова-
ния онкомаркеров и заслуживает дальнейших 
исследований, а такие белковые факторы, как 
фактор роста эндотелия сосудов, эпидермаль-
ный фактор роста и карциноэмбриональный 
антиген, которые были повышены у пациентов 
с РМЖ по сравнению со здоровыми субъектами, 
могут являться возможными биомаркерами для 
саливадиагностикм РМЖ [51]. 

В недавнем исследовании [52] представили 
каталог белков слюны, концентрация которых 
изменилась в результате наличия протоковой 
карциномы груди. Использования профилей 
белков слюны может быть использовано в каче-
стве дополнительной модели in vivo для изуче-
ния прогрессирования РМЖ. Результаты про-
теомного анализа выявили 233 белка, которые 
были либо повышены, либо понижены вторично 
по отношению к наличию карциномы груди. Из 
233 белков 142 были активированы, а 91 - по-
давлены.  Было обнаружено, что десять белков 
слюны, связанных с целостностью генома, яв-
ляются вариантными (сверхэкспрессированны-
ми) при наличии карциномы груди. Восемь из 
десяти белков были гистонами, а оставшиеся 
два белка были связаны с поддержанием генома 
[52]. Из двух вышеупомянутых белков онкоген 
TLS поддерживает геномную целостность и 
процессинг мРНК / микроРНК, в то время как 
другой белок, ядерный антиген пролиферирую-
щих клеток, участвует в репарации ДНК. Оба 
белка участвуют в прогрессировании РМЖ [53]. 
Гистон 3.2 присутствует в слюне в профиле 

111



2021, т. 11, № 2 ККРЫМСКИЙ ЖУРНАЛ ЭКСПЕРИМЕНТАЛЬНОЙ И КЛИНИЧЕСКОЙ МЕДИЦИНЫ

белков и связан с инвазивной карциномой про-
токовых клеток [54]. Авторы [52]  установили, 
что метаболические белки представляют собой 
наибольшую из девяти категорий белков слюны, 
которые изменились в результате наличия РМЖ. 
Показано, что 56 метаболических белков вклю-
чают 20 ферментов, 10 ингибиторов ферментов, 
10 транспортных белков, 4 белков детоксикации 
и окислительно-восстановительных белков и 14 
белков различных метаболических функций. 

В недавнем исследовании [55] оценили кон-
центрацию CA15-3, CEA, эстрадиола, васпина 
и обестатина в сыворотке и слюне у женщин с 
РМЖ и здоровых женщин в качестве сопостави-
мой контрольной группы. Концентрация эстра-
диола в сыворотке и слюне была значительно 
выше у пациентов с РМЖ, чем у здоровых 
женщин (P <0,05). Кроме того, сывороточные 
концентрации CEA и обестатина в слюне были 
значительно выше у пациентов с РМЖ, чем в 
контрольной группе (P <0,05). Выявлена поло-
жительная корреляция между концентрациями 
CA15-3 в сыворотке и слюне, а также отрица-
тельная корреляция между концентрациями ва-
спина и обестатина в сыворотке и слюне [55]. 
Результаты этого исследования показали, что 
концентрации СЕА и эстрадиола в сыворотке 
крови, обестатина в сыворотке и слюне и эстра-
диола в слюне значительно различались у жен-
щин с РМЖ и здоровых женщин.

Раннее обнаружение РМЖ может облегчить 
лечение и улучшить выживаемость пациентов. 
Обычный скрининг (физикальное обследование 
и маммография) имеет недостаточную чувстви-
тельность и специфичность [5]. Актуальной за-
дачей является поиск высокочувствительных и 
специфичных биомаркеров РМЖ для скрининга, 
диагностики доклинических форм заболевания, 
оценки эффективности проводимой терапии, 
уменьшения риска возникновения рецидивов и 
метастазов. Использование единственного био-
маркера для диагностики, прогноза или лечения 
рака, несомненно, упрощает процедуру, однако 
часто недостаточно информативно. Одно из воз-
можных решений – одновременное использова-
ние пула биомаркеров для достижения желае-
мой цели.  По нашему мнению, перспективным 
и актуальным направлением в онкологии пред-
ставляется поиск новых констелляций биомар-
керов РМЖ путем параллельного исследования 
крови и слюны и разработке на этой основе эф-
фективных тактик скрининговых и ранних диа-
гностических исследований.  Следовательно, из-
учение и описание особенностей констелляций 
исследуемых биохимических и генетических 
показателей крови и слюны при РМЖ пред-
ставляет не только научную, но и практическую 

ценность для совершенствования лабораторных 
методов диагностики этого заболевания. Пола-
гают, что исследование слюны на опухолевые 
маркеры не заменит стандартный скрининго-
вый физикальный осмотр и маммографию. Тем 
не менее новый подход с использованием сали-
вадиагностики может потенциально улучшить 
способность выявлять РМЖ на ранней стадии, 
когда он еще излечим [56]. Саливадиагности-
ка РМЖ находится на начальном этапе своего 
становления и поэтому необходимы дополни-
тельные исследования и дополнительные уси-
лия для преодоления множества препятствий на 
этом пути. Тем не менее, перспективность этого 
подхода в онкомаммологии очевидна.  Многие 
фундаментальные и клинические исследова-
ния дополняют существующие представления о 
возможностях скрининга и диагностики РМЖ и 
одновременно создают дополнительную диагно-
стическую платформу, которая будет включать 
информативную констелляцию лабораторных 
методов тестирования слюны и крови для бо-
лее точного, безболезненного и экономичного 
выявления этого опасного и очень распростра-
ненного заболевания по сравнению с лучшими 
современными диагностическими подходами.
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SUMMARY
At present, cancer is a rising dreadful issue all around the world, as it is among one of the main leading causes 

for mortality globally. Recent improvements in genetic engineering called genome sequencing provides a different ap-
proach in the treatment of cancer. Genome sequencing is a technique used for determining the complete composition 
of the DNA sequence of a genome. The cancer genomic project and the cancer genome atlas are initiatives taken by 
different countries to analyze and store the genomic sequence variations of different tumor cells from a diverse popula-
tion. Sequencing malignant cells have pointed the unique abnormalities like mutations in the genes, which shows the 
exact cause for the uncontrolled cell division in many types of malignancies. We discuss the recent effective method 
called next-generation sequencing which has the ability to sequence DNA molecules in thousands, simultaneously, 
rapidly, and cost- effectively. NGS can detect all types of mutations and chromosomal abnormalities. This information 
provides a detailed and improved understanding of different types and subtypes of cancer from their molecular basis. 
The process includes sequencing of both tumor and normal genome from the same individual, and then are examined 
and verified. This data is used to provide a personalized treatment routine for that specific patient which can improve 
their prognosis. The various challenges and limitations of NGS which are hindering the advancement and the prob-
ability of using it in clinical oncology are also discussed which include ethical problems and abundant data generated 
causing an issue in data analysis. We outline the recent promising developments in implementing genomic science in 
the personal and targeted treatment of cancer for better prognosis and plausible cure for malignancy in the near future.

Key words: genome sequencing; cancer; personalized treatment; next-generation sequencing.
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ДОСТИЖЕНИЯ ГЕНЕТИЧЕСКОЙ МЕДИЦИНЫ 

Варгхесе Джеффи Вианнейс1, Сорокина Л. Е.2, Ребик А. А.2, Реган О. В.2 
1Кафедра общей и клинической патофизиологии, 2Центральная научно-исследовательская лаборатория, 
Медицинская академия им. С. И. Георгиевского ФГАОУ ВО «Крымский федеральный университет им. В. И. 
Вернадского», Симферополь, Россия

РЕЗЮМЕ
В настоящее время злокачественные новообразования являются одной из основных причин смертности 

во всем мире, причем в последние годы наблюдается тенденция к росту заболеваемости, что представляет 
собой серьезную проблему. Современные достижения генной инженерии, такие как секвенирование генома, 
обеспечивают инновационный подход к лечению рака и представляют значительный практический и научный 
интерес.  Секвенирование – метод, используемый для определения полного состава последовательности 
ДНК генома. Проекты «Сancer genomic project» и «Сancer genome atlas» – инициативы, предпринятые 
странами для анализа и хранения вариаций геномных последовательностей различных опухолевых клеток 
из разных популяций. Секвенирование злокачественных клеток выявило уникальные аномалии, которые 
позволили установить точную причину неконтролируемого деления клеток при многих типах злокачественных 
новообразований. В статье обсуждается современный эффективный диагностический метод, называемый 
секвенированием следующего поколения (next-generation sequencing – NGS), который позволяет упорядочивать 
тысячи молекул ДНК одновременно, выполнять анализ быстро и экономично. NGS может обнаруживать все 
типы мутаций и хромосомных аномалий, а эта информация обеспечивает подробное и улучшенное понимание 
патогенеза различных типов и подтипов рака на их молекулярной основе. NGS включает в себя секвенирование 
как опухолевого, так и нормального генома пациента, а затем анализ и сопоставление полученных данных. 
Результаты используются для составления персонализированного плана лечения конкретного пациента, 
который может улучшить прогноз. В статье представлены недавние многообещающие разработки в области 
применения NGS в таргетной терапии рака, обеспечивающие лучший прогноз при злокачественных 
новообразований. 

Ключевые слова: секвенирование генома; рак; персонализированаая  таргетная терапия; 
секвенирование нового поколения.
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Cancer is always considered to be a disease 
without a satisfactory prognosis due to the various 
peculiarities among different types and also 
individually. The GLOBOCAN 2020’s report on 
the incidence of 36 types of cancer in 185 countries 
worldwide, estimated 19.3 million new cases of 
cancer. The international agency for research on 
cancer, produced a report on the mortality due to 
cancer globally in 2020 with almost 10 million 
deaths due to the mentioned [1].

It is also established that the new cases of cancer 
are most likely to increases in the upcoming decades 
mainly due to new mutations, smoking, and an 
unhealthy diet.

The major developed countries seem to be having 
high rates of new cancer cases like prostate and 
breast cancer in men and women respectively and 
lung cancer plays an important part in increasing the 
mortality rate. An observatory study in the United 
States of America concluded the transition from 
cardiovascular diseases to cancer as the leading 
cause of death in 41% of countries in 2015, which 
increased from 21% of countries in 2003 [2]. This 
shift from heart pathology to cancer is increased 
mostly in high-income countries.

The major complication of type 2 diabetes 
leading to death mostly directs to cardiovascular 
complications and stroke, but the following research 
says different. The Ayrshire Diabetes follow-up 
cohort study conducted a population-based study 
among the Scottish type-2 diabetes patients to 
determine the primary reason for their mortality 
between the years 2009 and 2014. The results 
illustrated cancer, accounting for almost 27.8% of it, 
making cancer the most common cause of mortality, 
then only followed by heart diseases at 24.1% [3].

A recent study estimated a significant increase 
in cancer incidence among adolescents and young 
adults, and also that it would increase in the 
upcoming  years according to its survey [4].

Proper understanding of any specific cancer about 
its exact etiology and pathogenesis will give a clear 
picture and a path for a better prognosis. It can be 
achieved by the technique called genome sequencing, 
which is the process involved in determining the 
entire DNA sequence of a genome. Particularly 
the recent most reliable platform under genome 
sequencing known as next-generation sequencing 
(NGS), which can even sequence in a day the entire 
genome of a human being [5]. It provides a promising 
platform in genetic engineering to produce specific 
personalized treatment regimen for the exact needs 
of cancer patients which will improve the prognosis 
and lead to a better life.

Genome sequencing
Genome is the part of DNA that contains the 

genetic information needed for survival, and 

the whole genome sequencing goes through all 
the necessary sections of the person’s genetic 
information. Whereas the exome is the part 0f the 
genome, exactly where the sections of genome 
contain instructions for protein synthesis.

Exome sequencing test is a more focused 
technique to find the genetic variations that cause 
the disease. Genome sequencing is used for many 
reasons, some of them being, diagnostics- to 
confirm whether the pathology is caused due to a 
genetic condition; predictive- to find the probability 
of chances to inherit a specific genetic disorder in 
a fetus with the disorder running in the family; 
carrier screening- to check for the presence of any 
mutations causing them to be a heterogenous carrier 
of a dominant disease, which may be a risk factor 
for passing the disorder to the child; or maybe just to 
find and understand the ancestry and common traits, 
mainly used in paternal or maternal identification. 
The variations found in the genome sequencing are 
the alterations in the DNA sequence which differ 
from the nucleotide sequence of most people, which 
may or may not indicate any previously discovered 
genetic disorder. But in most cases, the mutations 
or variations are unspecific and do not direct to 
a particular disorder, in this case, these data are 
stored in a common system which will have much 
information like this sort of data from different 
patients and they could be matched to find similar 
mutations or variations in the DNA sequence and 
lead to the accurate finding of a new genetic linked 
pathology.

Genetic variations even under a particular 
subtype of malignancy could be displayed in a vast 
variety of either point mutation, deletion, inversion, 
insertion or even translocation in different patients’ 
presentation of the disease. Acute promyelocytic 
leukemia is proven in a study to be presented in 
different variety of mutations which has also been 
presented with a similar morphological presentation, 
clinical manifestations and course. In the study APL 
was seen to be associated with diverse PML-RARA 
splice variants, absurdly unusual translocations, 
insertions, multiple RARA fusion partners, and also 
a RARG fusion partner [6].

From the above study, it is quite evident that the 
same type of cancer could be presented and as well 
caused by a totally different genomic modification 
at the molecular level, even with the same or 
mostly similar clinical course and presentation 
of the disease among the diseased. This example 
is ample to require a call for more personalized 
therapy requirement, as treating different diseases 
having different etiology and genetic patterns the 
same drug will obviously not help much in the 
improvement of the disease. So, detailed analysis 
and understanding of the DNA variation will help to 
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conduct proper drug interaction clinical trials which 
specifically target the faulty gene.

Evolution of Genome Sequencing
DNA sequencing was first introduced around 

1970 by Sanger and his team workers called as 
Sanger sequencing [7]. It could easily be called 
as a beginning of an era in the genetic field as 
this method paved the way for all the then future 
next- generation sequencing techniques which 
all overcome the various limitations of Sanger 
sequencing by being more time-saving and cost-
effective than the previous versions. This old 
method of sequencing used Polyacrylamide Gel 
Electrophoresis (PAGE) radiographically to detect 
the terminated sequences. Since then the genome 
sequencing has evolved to a better stage by 
replacing many steps and techniques, some being 
radiographical sequence method been replaced with 
using separate fluorescence for different nucleotide.

Next-Generation Sequencing
Many different companies and laboratories 

around the world use different methods for 
sequencing. Here we review about one of the best 
technologies used by many researchers, doctors, 
and institutes worldwide, which is the Illumina. 
They use the technology which was developed by 
Solexa and Lynx Therapeutics in the beginning 
called as bridge amplification [8; 9].

Figure 1.  Comparison between Sanger 
sequencing and next-generation sequencing (NGS) 
technologies. Sanger sequencing is limited to 
determining the order of one fragment of DNA per 
reaction, up to a maximum length of ~700 bases. 
NGS platforms can sequence millions of DNA 
fragments in parallel in one reaction, yielding 
enormous amounts of data [8].

Illumina Sequencing Technology
Massive parallel sequencing with Sequencing 

by synthesis (SBS) chemistry, is now adapted over 
wide regions as they detect each single base as they 
are incorporated into the new strands of DNA as 
they lengthen gradually.

Method: The Illumina sequencing with SBS 
is done in 4 steps, namely, sample preparation, 
cluster generation, sequencing and data analysis. 
The sample preparation could be done by various 
different methods. Reduced cycle amplification is 
widely used, through which additional sites are 
introduced like the sequencing binding sites and 
regions which are complementary to those strands 
are added. During cluster generation, each fragment 
of the molecule is isothermally amplified and placed 
in a flow slide which consists of several lanes with 
two types of oligos. The first fragment of oligo is 
hybridized and then a polymerase enzyme is used to 
create the complimentary strand of the hybridized 
fragment. The complementary strand is amplified 
by the process of ‘bridge amplification’. The same 
procedure is then repeated several times from the 
thousands and thousands of fragments and they are 
done in many clusters. The 3’ end of the fragment is 
blocked to avoid any other binding of primers to it. 
The nucleotides attach and bind to their respective 
complementary base pairs by competitive binding. 
After binding, the strand is activated or excited by a 
fluorescence signal which is emitted. This particular 
process is known as a sequence by synthesis, where 
many clusters of the DNA fragments are sequenced 
in a massively parallel fashion. At last, the data 
analysis is when all the sequences are read and 
aligned and it is put together for identification of 
any abnormalities in the nucleotide sequence like 
mutations or other disorientations. They use a base 
space sequence hub to store, analyze and process 
these data for future use and researches [10].

Figure 2. Outline of Illumina genome analyzer 
sequencing process. (1) Adaptors are annealed to 
the ends of sequence fragments. (2) Fragments bind 
to primer-loaded flow cell and bridge PCR reactions 
amplify each bound fragment to produce clusters 
of fragments. (3) During each sequencing cycle, 
one fluorophore attached nucleotide is added to 
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the growing strands. Laser excites the fluorophores 
in all the fragments that are being sequenced and 
an optic scanner collects the signals from each 
fragment cluster. Then the sequencing terminator is 
removed and the next sequencing cycle starts [10].

NSG in the field of oncology for a Personalized 
treatment regimen

Nearly for the past decade, NSG has been used in 
oncology mainly to determine the cancer mutations 
which lead to the unstoppable rapid cellular 
replication.

Specifically, many new mutations were identified 
which caused cancer and this information will help 
to prepare a personalized treatment regimen for the 
patient. These novel oncogenic mutations were found 
in a wide spectrum of cancer, which includes lung 
cancer [11] - small cell carcinoma [12] and large cell 
carcinoma differentiation [11]; metastatic small-cell 
gallbladder neuroendocrine carcinoma [13], clear cell 
renal cell carcinoma [14], prostate cancer [15], breast 
cancer [16], transitional cell carcinoma of the bladder 
[17] and also in various types of leukemia [18; 19; 20].

Various studies have shown the specific 
associations of a particular mutant gene with one or 
many malignancies. Mutations occurring in the tumor 
suppressor genes, which due to loss of function leads 
to increase cancer risk and both the alleles of a tumor 
suppressor gene must be lost for the expression of 
disease. Some of the well-known associations of 
mutant tumor suppressor genes include APC gene 
mutation with colorectal cancer [21; 22]; BRCA1 
and BRCA2 gene mutation with breast cancer [23], 
ovarian cancer [24] and pancreatic cancer [25]; 
CDKN2A mutation blocks transmission from G1 to 
S phase and it is associated with melanoma [26] and 

pancreatic cancer [27]; DCC mutation is associated 
with colon cancer [28]; SMAD4 (DPC4) mutation 
with pancreatic cancer [29]; MEN1 mutation with 
multiple endocrine neoplasia type 1 [30]; mutant 
NF1 is connected with neurofibromatosis type 1 
[31]; mutant NF2 associated with neurofibromatosis 
type 2 [32]; PTEN mutation which is the gene of 
negative regulator of PI3k/AKT pathway, associated 
with prostate cancer [33], breast cancer [34] and 
endometrial cancer [35]; Rb mutation inhibits 
E2F and blocks transition from G1 to S1 phase, 
connected to malignancies like retinoblastoma [36] 
and osteosarcoma [37]; mutation on TP53 can cause 
a wide range of cancers [38], mostly all the human 
cancer types could be developed, but particularly 
Li-Fraumeni syndrome- multiple malignancies at 
an early age (SBLA cancer syndrome: sarcoma, 
breast cancer, leukemia, adrenal gland cancer) [39]; 
mutant TSC1 and TSC2 producing hamartin protein 
and tuberin protein respectively causes tuberous 
sclerosis [40]; mutant VHL gene which normally 
inhibits hypoxia-inducible factor 1a is associated 
with von Hippel-Lindau disease [41]; WT1 mutation 
is associated with Wilms tumor (neuroblastoma) [42]

The data obtained by sequencing the DNA of 
different tumors can serve as a basis for the creation 
of new molecular-oriented drugs. When a common 
mutation is identified and its significance for tumor 
progression is proven, it is possible to create, 
synthetically or biotechnologically, a drug that 
interacts with the corresponding mutated protein and 
blocks its action. Table 1 shows some of the targets 
set up in this way and the molecular-oriented drugs 
designed to target these targets, already approved for 
use or in clinical trials.

Table 1
Targets for the creation of new molecular-associated drugs, selected based on DNA sequencing

Targets Drugs
FGFR (fibroblast growth factor receptor) Erdafinitib

CDK4 / 6 (cyclin dependent kinases 4 and 6) Palbocinib, ribociclib, abemacyclib
CD19 and CD3 (antigens of the surface membranes 

of B-lymphocytes and T-cells)
Blinatumemab

DLL3 (small cell lung cancer cell antigens) Zovalpituzumab tesirin
CCR2 (C-C chemokine receptor 2) CCX 272

The introduction of the concept of precision 
tumor therapy into clinical practice may result in 
a transition to the so-called tumor-type agnostic 
therapy, in which, when prescribing a drug, 
one is guided not by anatomical localization or 
histological type of tumor, but by the presence in it 
of a drug-specific and common for different tumors 
biomarker, revealed as a result of genomic research 
of a tumor of an individual patient. In other words, 

within the framework of this concept, it is assumed 
that indications for the use of the drug will indicate 
not the type of tumor (for example, NSCLC), but 
the presence of a certain biomarker, which allows 
the drug to be used in any tumor if the expression 
of this marker is detected in it [43].

In the past year, this new concept of cancer drug 
therapy has come to fruition with FDA approval for 
new indications for previously approved drugs.
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The immunotherapy drug pembrolizumab, 
originally approved for the treatment of melanoma 
and NSCLC patients, has been accelerated by the 
FDA for the treatment of any tumors that exhibit 
high levels of microsatellite instability (MCH) or 
a defect in the mismatch repaire (MMR) system 
responsible for the recognition and removal of 
mismatched bases formed as a result of errors in 
the process of DNA replication [43]. The operation 
of this system is regulated by the expression of 6 
genes (MSH2, MLH1, PMS2, MSH3, MSH6, and 
MLH3), mutations of which lead to a defect in 
MMR (dMMR), the appearance of a large number 
of mutations, and the synthesis of non-functional 
proteins. Breakdowns in the repair system are 
characterized by the accumulation of large 
amounts of microsatellites in DNA, which are short 
nucleotide sequences of 1–5 bases, repeating up to 
several tens of times.

Microsatellites are also found in normal 
conditions, but at dMMR their number increases 
tens to hundreds of times. Tumors with a high 
MCH are characterized by lymphoid infiltration, a 
large number of somatic mutations, and increased 
formation of neoantigens, which can serve as targets 
for the immune system and enhance the immune 
response [44].

The classical method for determining MCH 
is PCR, which amplifies microsatellite repeats 
in DNA, and the level of genome instability is 
determined by comparing their length between 
tumor and normal cells. To diagnose dMMR, an 
immunohistochemical study is used, when the 
expression of proteins MSH2, MLH1, PMS2, 
MSH6 is studied in the tumor. If at least one protein 
is not stained, deficiency of MMR. In recent years, 
it has become possible to determine the MCH and 
dMMR using NGS.

When examining 32 types of tumors with NGS 
12019, dMMR was detected in 24 types of tumors, 
while a dMMR frequency> 2% was recorded in 
11 types of tumors (endometrial cancer, cervix, 
stomach, small intestine, prostate and thyroid 
gland, bile duct, liver, CRC, uterine sarcoma, 
neuroendocrine tumors). It was noted that in these 
tumors dMMR was observed twice as often in stage 
I – III tumors as compared with stage IV tumors. It 
is estimated that 60,000 patients are diagnosed with 
dMMR tumors each year in the United States. It is 
believed that in these patients, checkpoint inhibitors 
can be used with effect, including in cases refractory 
to other therapy [45].

The role of high MCH in the efficacy of 
pembrolysumab was discovered by chance. In a 
clinical trial of pembrolizumab, out of 19 patients 
with CRC, the effect was recorded in only one 
patient - a complete regression lasting more than 

3 years. In a retrospective study of the genome of 
this tumor, it was found that it has a high level of 
MCH due to dMMR.

It was hypothesized that since dMMR leads to 
an increase in somatic mutations, a large number of 
tumor neoantigens appear in the tumor, which are 
a target for cytotoxic T lymphocytes, which should 
lead to the induction of an immune antitumor 
response. However, in tumors with a high MCH, 
there is an overexpression of PD-1 and PD-L1, 
which prevents this. Therefore, the blockade of 
checkpoint immune points should enhance the 
efficiency of the immune response to the tumor 
[44; 46].

This hypothesis was confirmed in a comparative 
clinical study, which recorded a high efficacy of 
pembrolizum in colorectal cancer patients with 
dMMR, while almost completely ineffective with 
preserved MMR. Full exome sequencing of DNA 
revealed 1782 mutations in tumors with dMMR, 
and 73 in tumors with preserved MMR [46].

D. Le et al. used pembrolizumab in 86 previously 
treated patients with 12 types of dMMR tumors. 
An objective effect was registered in 46% of cases, 
including a complete regression in 21% with a 
median 2-year survival rate of 53%, while the 
effectiveness of the drug was practically the same 
in all types of tumors [45].

In several clinical studies of KET-NOTE, which 
included a total of 415 previously treated patients 
with 15 types of different common tumors in 149 
immunochemically or and a high MCH or dMMR 
was detected by PCR. The use of pembrolizumab 
in these patients resulted in complete or partial 
regression in 39.6% of patients (complete regression 
in 7.4%). In 78% of cases, remissions lasted more 
than 6 months. These studies also show that the 
frequency of the objective effect  was practically 
the same in tumors of different types [43; 44].

The results of these studies have served as the 
basis for the approval of the use of pembrolizumab 
in any solid tumor (both adults and children) with a 
high MCH or dMMR. For the first time in history, 
the indication for the use of the drug was not a 
tumor of a certain localization, but the presence of 
a biomarker. Moreover, this is the first time that a 
drug has been approved for use without data from 
randomized clinical trials, including in children 
[43; 47].

Somewhat  la ter,  the  use of  another 
immunotherapeutic drug, nivulumab, was approved 
for the treatment of colorectal cancer when these 
markers are registered in the tumor. The use 
of nivolumab in patients with CRC with high 
MCH or dMMR and progression after previous 
chemotherapy with fluoropyrimidines, oxaliplatin, 
irinotecan was effective in 28% of cases. The results 
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of this study allowed the FDA to authorize the use 
of nivolumab in the progression of colorectal cancer 
when these markers are found in tumors [43].

The results of various studies have given grounds 
to consider MCH and dMMR as reliable predictors 
of the effectiveness of checkpoint inhibitors [46]. 
It is believed that the use of the concept of tumor 
type-agnostic therapy will provide an opportunity 
for effective treatment in patients with rare tumors.

It should be noted, however, that the frequency 
of dMMR varies greatly in different types of 
tumors. MCH is found in more than 10% of cases in 
thyroid cancer, endometrial cancer, stomach cancer, 
colorectal cancer, hepatocellular cancer, melanoma. 
In other tumors, MSI is much less common (for 
example, in renal cell carcinoma and head-neck 
cancer in 2-3%, in breast cancer, in lung cancer 
even less often). There is evidence that the level 
of MCH and dMMR in the tissue of metastases is 
lower than in the primary tumor [44; 46].

The tumor type-agnostic concept began to be 
applied not only to change indications for already 
existing drugs, but also in the clinical study of new 
targeted drugs. An example is the drug larotrectinib 
(LOXO-1), which has a fusion protein (NTRK) as a 
target, which is formed by fusion of the tropomyosin 
receptor kinase (Trk) gene with other genes (ETV6, 
LMNA, TPM3). It was found that this protein 
induces cell proliferation by activating signaling 
pathways. Such a genetic disorder develops in 0.5–
1% of the most common malignant neoplasms, but 
is typical for some rare oncopathologies: salivary 
gland cancer, childhood fibrosarcoma, and juvenile 
breast cancer [47].

Interest in the drug appeared after the report on 
the results of the use of larotrectinib in 41-year-
olds D.B. Cormanher patient with metastases of 
soft tissue sarcoma in the lungs. Oral administration 
of larotrectinib led to a rapid complete tumor 
regression (a decrease in tumor size was recorded 
after the 1st cycle of taking the drug, complete 
regression after the 4th cycle).

At the ASCO Congress in 2017, the first results 
of a clinical study of larotrectinib were reported in 
patients with various tumors, in which the presence 
of the NTRK fusion protein was proven by different 
methods. The study included 55 patients (aged 4 
months - 76 years) with 17 types of tumors. An 
objective effect was observed in 76% of cases in 
12 types of tumors [43, 45]. In October 2018, the 
FDA approved the use of the drug for any tumors in 
the presence of the Trk / ETV6 fusion gene, LMNA, 
TPM3, or NTRK fusion protein in the tumor.

Another example is studies that investigated 
the efficacy of fibroblast growth factor receptor 
(FGFR) inhibitors in various tumors with FGFR2 / 3 
confluent protein. A positive effect was recorded in 

various tumors - cholangiocellular cancer, bladder 
cancer and gliomas [48].

CONCLUSION
Personalized therapy will be more valuable 

and effective to patients battling cancer, as it is 
a pathology that presents with a vast variability 
among different individuals. Gene sequencing 
technique allows researchers and physicians to 
initiate bench to bedside implementations to 
diagnose, for prognosis, and treat cancer more 
effectively compared to the standard methods [49]. 
Every research dedicated to the improvisation of 
cancer treatment takes us one step forward to a cure 
in the near future.
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