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Эритроцитарный транспорт газов и биологически активных 
соединений: роль оксида азота в его регуляции
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Резюме

Анализ многочисленных публикаций позволил систематизировать имеющиеся данные о транспорте различных 
соединений в микроциркуляторном русле, включая механизмы их доставки и высвобождения. Ключевую роль в 
регуляции морфофункциональных изменений эритроцитов и их транспортных свойств играют газотрансмиттер 
монооксид азотa (NO) и его производные. Под действием NO происходит цикличная цепь реакций, включаю-
щая изменение межмолекулярных взаимодействий, нитрозирование и нитрозилирование рецепторов, измене-
ние Z-потенциала мембраны, рост сдвигового напряжения. Эти процессы способствуют «сбросу» соединений, 
особенно адсорбированных на мембране. Рассмотрены различные варианты межмолекулярных взаимодействий 
между структурами эритроцитов и транспортируемыми соединениями, включая пептиды, полипептиды, гидро-
фобные и гидрофильные вещества. Особое внимание уделено роли NO в регуляции связывания и высвобожде-
ния кислорода гемоглобином, а также альтернативному пути газообмена через аквапорины. Приведены данные 
о синтезе, транспорте и накоплении NO в эритроцитах, а также о его влиянии на регуляцию кровотока в форме 
NO и S-NO под действием эндогенных NO-синтаз. Важную роль в этом процессе играет белок кавеолин-1. От-
мечено значение пероксинитрита как потенциального физиологического регулятора активности белков и других 
соединений. Подчеркивается вклад микровезикул и экзосом в транспорт веществ, а также роль ацетилхолина 
в регуляции проницаемости для NO. В целом, изучение механизмов транспорта эритроцитами открывает пер-
спективы для их использования в целенаправленной доставке биологически активных веществ и лекарственных 
средств, а также в диагностике различных заболеваний.

Ключевые слова: эритроцит, транспорт соединений, монооксид азотa, пероксинитрит, микроциркуляция, 
обмен газов, микровезикулы.
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Abstract

The analysis of numerous publications made it possible to systematize the available data on the transport of various 
compounds in the microcirculatory system, including the mechanisms of their delivery and release. The gas transmitter 
nitrogen monoxide (NO) and its derivatives play a key role in the regulation of morphological and functional changes in 
red blood cells and their transport properties. Under the action of NO, a cyclic chain of reactions occurs, including changes 
in intermolecular interactions, nitrosation and nitrosylation of receptors, changes in the Z-potential of the membrane, and 
an increase in shear stress. These processes contribute to the «discharge» of compounds, especially those adsorbed on the 
membrane. Various variants of intermolecular interactions between erythrocyte structures and transported compounds, 
including peptides, polypeptides, hydrophobic and hydrophylic substances, are considered. Special attention is paid to 
the role of NO in the regulation of oxygen binding and release by hemoglobin, as well as an alternative gas exchange 
pathway through aquaporins. Data on the synthesis, transport, and accumulation of NO in erythrocytes, as well as its 
effect on the regulation of blood flow in the form of NO and S-NO under the action of endogenous NO synthases, are 
presented. The protein caveolin-1 plays an important role in this process. The importance of peroxynitrite as a potential 
physiological regulator of the activity of proteins and other compounds is noted. The contribution of microvesicles 
and exosomes to the transport of substances is emphasized, as well as the role of acetylcholine in the regulation of 
permeability to NO. Thus, the study of the mechanisms of transport by erythrocytes opens up prospects for their use in 
the targeted delivery of biologically active substances and medicines, as well as in the diagnosis of various diseases.

Key words: erythrocyte, transport of compounds, nitrogen monoxide, peroxynitrite, microcirculation, gas exchange, 
microvesicles.
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Введение
Эритроциты ‒ ключевые элементы крови, вы-

полняющие множество жизненно важных функ-
ций. Они участвуют в газообмене, поддержании 
кислотно-основного равновесия, транспорте (пи-
тательные вещества, газы, витамины), детоксика-
ции организма (адсорбируют вирусы, бактерии и 
токсические соединения) и многих других про-
цессах [1–4]. Важную роль эти клетки играют и 
в регуляции нейромедиаторов, например, контро-
лируя уровень ацетилхолина благодаря наличию 
холинэстеразы. На их мембране присутствуют 
антигенные маркеры [5], а также они участвуют 
в коагуляционном гемостазе [6]. Эритроциты ак-
тивно вовлечены в метаболизм иммунных ком-
плексов, катехоламинов и лекарственных веществ 
[7]. Особое значение имеет их способность регу-
лировать сосудистый тонус [8] и синтезировать 
газотрансмиттер монооксид азотa (NO) [9, 10]. 
Для ряда гормонов ‒ тиреотропного, лютеинизи-
рующего, фолликулостимулирующего, пролакти-
на, кортизола, альдостерона и других стероидов ‒ 
эритроцитарный транспорт является основным 
[11, 12]. Эритроциты способны модифицировать 
собственный метаболизм под действием таких 
гормонов, как адреналин, норадреналин, эстроге-
ны, прогестерон, тиреоидные и паратиреоидные 
гормоны, а также ангиотензин [13, 14]. В послед-

ние годы эритроциты рассматриваются как пер-
спективные носители лекарств [15, 16].

Уникальная способность эритроцитов к 
транспорту биологически активных (БАВ) и дру-
гих веществ определяется их огромной суммар-
ной поверхностью – 3000 м2 ‒ и уникальными 
морфологическими особенностями [17].

Особенности строения эритроцита
Мембрана эритроцита представляет собой 

ячеистую структуру, обладающую хорошей де-
формируемостью при прохождении сосудов ма-
лого диаметра [17]. Эта способность обеспечива-
ется пластичностью мембраны, которая состоит 
из воды (70 %), гемоглобина (25 %), липидов, 
гликолипидов, белков, сахаров (5 %). Асимме-
тричное распределение липидов обусловливает 
механические и биохимические свойства мем-
бран. На внешней стороне мембраны находится 
сфингомиелин (28 %) и фосфатидилхолин (28 % 
от всех липидов), на внутренней ‒ фосфатидилсе-
рин (13 %) и фосфатидилэтаноламин (27 %) [18, 
19]. Липиды мембраны находятся в постоянном 
движении и обмене, регулируя функцию белков, 
рецепторов и их чувствительность к лигандам 
[20]. Подвижность липидов в мембране харак-
теризуется латеральной и вертикальной (за счет 
вращения вокруг собственной оси) миграцией. 
Каждая молекула за 1 с меняет свое положение  
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1 млн раз [21]. Липиды определяют физико-хи-
мические свойства мембраны, ее способность к 
переходу из жидкокристаллического состояния в 
твердое (кристаллическое) и обратно при появле-
нии минимальных концентраций ионов кальция 
(до 10‒11 ммоль/л) [22]. Это очень важное свой-
ство липидов, особенно для регуляции связей 
транспортируемого соединения с эритроцитом и 
его диссоциации при достижении клетки-мише-
ни. 

В перечне белков мембраны эритроцитов наи-
более важными являются белки полосы 3, глико-
форин, спектрин, сократительный белок типа мио- 
зина, гликопротеины групповой специфичности, 
рецепторные трансмембранные белки (рис. 1). 
Гликокаликс мембраны образован гликолипи-
дами и гликопротеинами и содержит групповые 
антигены А и В. Поверхностный слой эритроци-
тов включает в себя белки полосы 3.1, 4.1, 2.1, а 
также синдеин, анкирин [23], сиаловые кислоты 
(СК), антигенные олигосахариды, адсорбирован-

Рис. 1.  Физиологические изменения в эритроците при прохождении капиллярного русла. ГК – гликокаликс; В3 – 
белок полосы 3; КА – карбоангидраза; КГ – каналы Гардоса; Hb(Fe2+)NO – нитрозилгемоглобин; HbSNO ‒  
нитрозогемоглобин; ТМП – трансмембранный протеогликан; ТМГ – трансмембранный гликопротеид; 
mHb – мембранный гемоглобин; metHb ‒ метгемоглобин; PDi – протеиндисульфидпротеиназа; СК – си-
аловые кислоты; МР – механорецепторы; АС – адсорбционные соединения; АQР-1 – аквапорин-1; GPA –  
гликофорин A; Bd3 – белок полосы 3, ↑ – повышение активности

Fig. 1.  Changes in the erythrocyte’s physiology as it passes through the capillary system. ГК – glycocalyx; СК ‒ sialic 
acids; B3 – band 3 protein; КА – carbonic anhydrase; КГ – Gardosa channels; Hb(Fe2+)NO – nitrosylhemoglo-
bin; HbSNO – nitrosohemoglobin; ТМП – transmembrane proteoglycan; ТМГ – transmembrane glycoprotein; 
mHb – membrane hemoglobin; metHb ‒ methemoglobin; PDi – protein disulfide proteinase; СК – sialic acids; 
МР – mechanoreceptors; АС – adsorption compounds; АQР-1 – aquaporin 1; GPA – glycophorin A; ↑ – in-
creased activity
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ные белки. Относительно новым структурным 
элементом мембран являются кавеолы, которые 
образованы с помощью белка кавеолина-1 [1, 
4]. Сигнальная роль кавеол в эритроцитах мало 
изучена, но известно, что ионы Са2+ активируют 
эндотелиальную изоформу NO-синтазы (eNOS) в 
кавеолах и способствуют синтезу и выбросу NO 
[24]. Одновременно это увеличивает упругость 
мембраны эритроцита [25]. С белком полосы 3 
связан спектрин, белки формируют псевдогекса-
гональную сеть, в центре которой находится ком-
плекс актина, тропомиозина и тропомодулина, а 
от него в виде лучей отходят шесть молекул спек-
трина [26, 27]. 

По месту положения белки делят на встроен-
ные в липидный слой, или интегральные, и пери-
ферические. В первую группу входят белки поло-
сы 3, гликофорины (А, В, С). К периферическим 
относят спектрин, анкирин, белки полосы 4.1,4.2, 
4.9, тропомиозин, актин, фосфатдегидрогеназу, 
аддуцин и др. [18]. Среди интегральных белков 
следует отметить в первую очередь энергозави-
симые Na+, K+, Ca2+ АТФазные системы, которые 
обеспечивают функционирование ион-проница-
емых каналов для Na+, K+, O2, CO2, Cl‒, , 

, [19]. Белок полосы 3 является глав-
ным участником в обеспечении проницаемости 
мембраны для глюкозы и синтеза АТФ [28]. С 
внешней стороны гликофоринов к ним присое-
диняется олигосахаридная группа (СК). Глико-
протеиды мембраны также содержат СК, прида-
ющую отрицательный заряд мембране, который 
определяет свойства слоя Штерна [29]. Под дей-
ствием активных форм кислорода (АФК), обра-
зующихся в физиологических и патологических 
условиях, фосфатидилсерин и фосфатидилэтано-
ламин перемещаются на наружную поверхность 
мембраны («флип-флоп» эффект) [30].

В последнее время пристальное внимание 
обращено на аквапорины, которые обеспечива-
ют регуляцию и основной транспорт СО2 через 
биологические мембраны [31, 32]. Аквапорины 
представляют собой класс консервативных бел-
ков, функционирующих как каналы для различ-
ных соединений: перекиси водорода [33], аммиа-
ка [34], мочевины [35], молекул углекислого газа 
[36] и ионов [37]. Установлены функциональные 
и морфологические связи аквапоринов с белком 
полосы 3, позволяющие обеспечивать перенос 
иона, СО2 и О2 через мембрану эритроцита (см. 
рис. 1) [38]. С другой стороны, транспорт на по-
верхности эритроцитов различных веществ мо-
жет также осуществляться и за счет гликокаликса.

Важным фактором, влияющим на транспорт 
веществ эритроцитом, являются СК в составе 

гликофорина А. Примерно 60 % отрицательно-
го заряда на мембране эритроцита определяется 
СК [39], что способствует электростатическому 
варианту связи различных соединений с глико-
каликсом. Прохождение эритроцитов по поверх-
ности эндотелия активирует СК, которые ослаб- 
ляют межэндотелиальные контакты, тем самым 
облегчая прохождение БАВ, транспортируемых 
эритроцитом, в интерстициальное пространство.

Отрицательный заряд гликокаликса (Z-по-
тенциал) обеспечивает отталкивание эритроци-
тов друг от друга, предупреждая агрегацию [22]. 
Установлено, что Z-потенциал у эритроцитов 
составляет –31,8 ± 1,1 мВ. Вероятно, отрицатель-
ный потенциал обусловлен присутствием ионо-
генных групп в составе фосфолипидов, белков 
и их конъюгатов с полисахаридами (остатками 
СК). Главенствующее значение в организации 
Z-потенциала играет фосфатидилсерин, переме-
щение его отрицательной карбоксильной группы 
с внутреннего липидного слоя на внешний увели-
чивает отрицательное значение потенциала [38]. 
Ионы K+ на мембране снижают Z-потенциал мем-
браны, но в меньшей степени, чем ионы Ca2+. За-
ряженные группы на мембране создают двойной 
диффузионный электрический слой, в котором 
отрицательный заряд поверхности клетки урав-
новешивается положительными ионами плазмы 
крови. Радиус уменьшения Z-потенциала (экра-
нировка Дебая) составляет 0,8 нм, что составляет 
1/10 часть толщины мембраны. Соответственно, 
цитоплазматический дисбаланс ионов в эритро-
ците существенно сказывается на Z-потенциале 
[28, 40]. 

Можно предположить, что снижение потен-
циала при прохождении мелких сосудов может 
уменьшить электростатическое взаимодействие 
адсорбированных веществ с мембраной и способ-
ствовать «сбросу» их с поверхности эритроцита. 

Возможные механизмы транспортной 
функции эритроцита
Связывание сорбированного полипептида 

с мембраной происходит на отрицательных до-
менах фосфолипидов [41]. Ионы K+ и Н+ сни-
жают Z-потенциал в месте взаимодействия сор- 
бированных полипептидных соединений и, со-
ответственно, уменьшают кулоновское взаимо-
действие между мембраной и сорбированным 
соединением. Суммарный заряд мембраны будет 
зависеть от площади, толщины и заряда, зани-
маемого сорбированным соединением [40–42]. 
В модельных экспериментах на искусственных 
мембранах показано, что для короткой и сред-
ней длины полимеров абсорбция обратима, а для 
длинных полимеров полипептидов – необратима. 
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В оригинальной модели, предложенной Р.Ю. Мо-
лотковским и соавт., число эффективных связей 
коротких, средних и длинных полимеров соста-
вило соответственно 4,1, 4,3 и более 5,5 [41]. 

Функциональное состояние цитоскелета обе-
спечивается лабильностью степени фосфорили-
рования белковых остатков (фосфопротеинов) 
или белков. Наличие данного механизма под-
тверждается присутствием различных протеин-
киназ: цАМФ-зависимой, цАМФ-независимой, 
кальцийзависимой, протеинкиназы С [43]. На 
этот процесс существенным образом может вли-
ять газотрансмиттер NO, который способен мо-
дулировать внутриклеточные сигнальные пути, 
что приводит к обратимому фосфорилированию 
ключевых белков [44].

Связь между поверхностными белками и са-
мой мембраной осуществляется не только хи-
мическим взаимодействием, но и за счет элек-
тростатических сил между противоположными 
полюсами полярных групп липидов и белков. 
Рецепторы и ионные каналы эндотелия весьма 
чувствительны к «сдвигу напряжения», что мо-
делирует эффект механической трансдукции. Ги-
потеза о том, что за активностью канала Piezo1 
следует поступление Са2+ и Na+ в клетку, являет-
ся общепринятой. Механические воздействия на 
эритроцит сопровождаются активацией каналов 
Piezo1 и входом Са2+ внутрь. Активация кана-
ла Гардоса ионами Са2+ изменяет мембранный 
потенциал в популяции эритроцитов от –12 до 
–70 мВ [45, 46], усиливая гиперполяризацию за 
счет выхода иона K+. Преобладающая потеря K+ 
приводит к уменьшению размеров клетки, что 
важно для прохождения эритроцитов по сосудам 
малого калибра. Потеря воды, обусловленная вы-
ходом калия, компенсируется входом Na+ в эри-
троцит и его набуханием. Однако канал Piezo1 за-
крывается быстрее, чем канал Гардоса, и потеря 
внутриэритроцитарной воды преобладает. 

Можно предположить, что БАВ эндогенного 
происхождения могут связываться с эритроци-
тами в зависимости от их гидрофильности или 
гидрофобности. Липофильные органические со-
единения могут растворяться в бислое мембраны 
и оказываться внутри эритроцита либо фиксиро-
ваться в мембране [47, 48], однако для молекул ма-
лого размера (менее 150 Да) могут использовать-
ся водные каналы, что позволяет им проникать 
в цитозоль. Имеются сообщения о том, что для 
органических анионных и катионных соедине-
ний и для неэлектролитов насыщение эритроцита 
происходит способом простой диффузии [48–50]. 
В цитозоле как БАВ, так и лекарственные сред-
ства могут связываться с белками, в частности, 
с карбоангидразой, концентрация которой в эри-

троцитах очень велика [51]. Еще одним механиз-
мом связывания некоторых фармакологических 
веществ (гентамицина, фуросемида, новокаина, 
метотрексата, ванкомицина) с мембраной эритро-
цита является образование оснований Шиффа с 
альдегидными группами свободных жирных кис-
лот в мембране [52–54].

Одной из форм доставки различных сое-
динений также является микровезикулярный 
транспорт. Механизм образования микровезикул 
предполагает несколько этапов: кластеризацию 
белка полосы 3 под воздействием окислитель-
ного стресса с помощью АФК, связывание ге-
моглобина с полосой 3, активацию Са2+ каналов 
[55]. В дальнейшем эта цепь реакций активирует 
кальпаин, скрэмблазу и флиппазу. В свою очередь 
кальпаин гидролизует актин-связывающие белки 
и уменьшает взаимодействие с гликопротеинами 
мембраны. Потеря связи усиливает образование 
микровезикул [56]. Важным моментом в процес-
се формирования микровезикул является этап 
присоединения кислорода к гемоглобину в малом 
круге кровообращения. Образование микровези-
кул и расслоение липидного слоя мембраны под 
действием окисленного гемоглобина сопровож- 
дается разделением липидных фаз и потерей свя-
зи белков цитоскелета с мембранными белками. 
Это сопровождается образованием микродоме-
нов, состоящих из мембранных белков [57] и 
появлением зон напряжения. Образование метге-
моглобина и его везикуляция ослабляют якорные 
свойства белка полосы 3, что сопровождается 
локальным отделением цитоскелета от липидно-
го бислоя (рис. 2) [58, 59]. В противовес этому 
процессу при диссоциации оксигемоглобина уси-
ливается связь гемоглобина с мембраной посред-
ством спектрина, актина, белка полосы 3 [26].

Транспортером различных соединений, наря-
ду с микровезикулами, могут выступать и более 
мелкие (до 150 нм) экзосомы. Отличие заключа-
ется в том, что микровезикулы преимущественно 
образуются из плазматической мембраны, при 
этом в них сохраняются компоненты плазмати-
ческой мембраны и цитозоля (липиды, белки, 
гликопротеины) [60], а экзосомы формируются 
внутри цитозоля и в большей степени содержат 
его компоненты. Экзосомы образуются в резуль-
тате слияния эндосом и лизосом внутри клетки 
с последующим слиянием с мембраной, почкова-
нием мембраны и экзоцитозом [60, 61]. Количе-
ство микровезикул и экзосом увеличивается при 
сдвиговом напряжении, окислительном стрессе, 
апоптозе, росте [62, 63], их основной мишенью 
выступает эндотелий [61].

В транспортируемых холестериновых произ-
водных группы ОН и две кетогруппы за счет во-
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дородных связей с СО- и NH-группами образуют 
соединения с мембраной, ее белками и фосфо-
липидами. Это приводит к формированию бел-
ково-липидных доменов, в которых развивается 
«сжимающие» гидростатические напряжения. 
Диполи воды начинают смещаться в смежные 
слои мембраны [64], и, согласно нашей схеме, 
образуются участки в мембране с пониженной 
прочностью (см. рис. 2) и с выталкиванием участ-
ка мембраны наружу под действием сил сжатия. 
Очень важно то, что атерогенные липопротеины 
снижают общий мембранный потенциал эри-
троцита, способствуя десквамации соединений, 
находящихся на гликокаликсе [65]. Окисленные 
формы липопротеинов могут «слущиваться» с 
мембраны эритроцитов и захватываться либо эн-
дотелием, либо макрофагами. Эритроциты явля-
ются депо и транспортером аминокислот и обме-
нивают 15–17 % аминокислотного пула плазмы 
[10, 66]. 

Межмолекулярными связями, с помощью ко-
торых удерживаются на эритроцитах различные 
соединения, могут быть водородные связи, воз-
никающие между двумя электроотрицательными 
атомами (N-H-N; O-H-N; O-H-O); электростати-

ческие связи между положительно заряженными 
группами (к примеру, карбоксильными (-СОО-)); 
силы Ван-дер-Ваальса, обеспечивающие неспе- 
цифическое связывание между электронными об-
лаками и гидрофобными слоями; гидрофобные 
связи, возникающие при взаимодействии гидро-
фобных (неполярных) групп. Все они могут су-
щественно модифицироваться под действием NO 
и его производных [67].

Роль NO 
NO является одним из важных триггеров к 

конформационным изменениям структур белко-
вых молекул, ослабляя связь БАВ с мембраной 
эритроцитов и приводя в соответствие интенсив-
ность кровотока к энергетическим запросам окру-
жающих клеток. Конформационные изменения, 
обусловленные NO, могут происходить за счет 
образования нитрозотиолов (SNO) при его взаи-
модействии с остатками цистеина и низкомолеку-
лярными тиолами (глутатион, ацетил-КоА). Более 
поздние исследования показали, что NO-группы 
могут передаваться от гемов к тиолам цистеина 
в β-субъединице (Cysβ93) с образованием актив-
ных нитрозотиолов [67]. Однако эта точка зрения 

Рис. 2.  Структурные переходы мембраны эритроцитов под действием NO и ONOO– в генезе образования микро-
везикул. За счет сил перемещения молекулярной воды из зоны гидростатического сжатия (1) в зону гидро-
статического растяжения (2) образуется слабая граница раздела (3) со слабыми межмолекулярными 
связям, дальнейшее действие сил сжатия приводит к восстановлению целостности мембраны. ↑, → –  
векторы направления действия молекулярных сил

Fig.2.  Structural transitions of the erythrocyte membrane under the action of NO and ONOO in the genesis of microves-
icle formation. Due to the forces of movement of molecular water from the zone of hydrostatic compression (1) to 
the zone of hydrostatic stretching (2), a weak interface (3) with weak intermolecular bonds is formed, the further 
action of compression forces leads to the restoration of membrane integrity. ↑ → – vectors of the direction of 
action of molecular forces
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поддерживается не всеми исследователями. Об-
ратимое восстановление белков возможно за счет 
функционирования нитрозилаз [68].

В физиологических условиях выработка NO 
должна уравновешиваться его утилизацией по-
средством образования метгемоглобина и функ-
ционирования буферных систем. Более того, ут-
вердилось мнение о том, что S-нитрозогемоглобин 
(Hb-S-NO) (см. рис. 1) в момент деоксигенации 
диссоциирует и высвобождает S-NO из эритро-
цитов, обеспечивая регуляцию тонуса сосудов 
[69]. Таким образом, на уровне системы «эритро-
цит–эндотелий» обеспечивается саморегуляция 
степени раскрытия сосудистого русла в соответ-
ствии со степенью диссоциации оксигемоглоби-
на. Можно предположить, что различные сосуди-
стые регионы в зависимости от интенсивности их 
метаболизма мозаично испытывают кратковре-
менные «физиологические» эпизоды гипоксии, в 
условиях которой в эритроците усиливается син-
тез АТФ, через пуриновые рецепторы эндотелия 
усиливающей синтез NO и увеличивающей пло-
щадь раскрытия сосудов [8].

Эритроциты экспрессируют два подтипа син-
таз оксида азота – еNOS и индуцибельную (iNOS) 
[70]. Образовавшиеся NO2 и N2O3 способны вы-
зывать нитрование (окисление) липидов и белков 
с образованием тионитритов. Последние могут 
снижать ферментативную активность, но акти-
вировать другие сигнальные пути [71]. При этом 
избирательно регулируется проницаемость для 
L-аргинина и, соответственно, его производных – 
асимметричного (АДМА) и симметричного диме-
тиларгинина (СДМА). АДМА является ингибито-
ром NOS, а поступление L-аргинина в эритроцит 
сопровождается ингибированием притока АДМА 
и СДМА [72]. Переход L-аргинина в эритроцит 
приводит к активации как аргиназы, так и NOS 
c образованием NO. Аргиназа является регуля-
тором активности NOS, которая, в свою очередь, 
способна переносить электроны с NADH на кис-
лород с образованием супероксидного анион-ра-
дикала. NO, вступая в реакцию с супероксидом, 
образует пероксинитрит [73]. Таким механизмом 
устанавливается саморегулирующийся процесс 
баланса между синтезом NO и L-аргинина и его 
ингибированием. 

Гиперпродукция NO, вызванная различными 
факторами, запускает каскад реакций, приводя-
щих к нарушению цитоскелета, фосфорилирова-
нию белков, их нитрозилированию, нарушению 
липидной асимметрии мембран, ее механических 
свойств с образованием кластеров с разрыхлен-
ной мембраной и с пониженной прочностью, вы-
талкиванием слабого участка мембраны наружу 
и формированию микровезикул (см. рис. 2). NO и 

ONOO–, ионы Са2+ способствуют формированию 
в мембране участков с различными биофизиче-
скими свойствами. Появление NO внутри эри-
троцита может вызывать образование эндосом 
внутри эритроцита. С одной стороны, это усили-
вает диссоциацию оксигемоглобина, а с другой – 
позволяет удалять белки и мембранно-связанные 
энзимы [74]. В толще мембраны на базе липидных 
рафтов (плотов) также происходит процесс вези-
куляции. Действие NO на головки гликолипидов 
ослабляет их связь с холестерином, способствуя 
большей подвижности и микровезикуляции по-
следнего. Этот механизм приводит к удалению 
интегральных белков, липидов бислоя и образо-
ванию на внешней поверхности эритроцитов ве-
зикул, позволяющих «сбрасывать» гликолипиды 
и гликопротеины [74]. Внутри каждой везикулы 
обнаруживаются различные соединения, источ-
ником которых служат компоненты мембраны и 
цитозоля. Так, увеличение фракции мембранного 
гемоглобина под воздействием NO изменяет сте-
пень фосфорилирования мембранных белков (см. 
рис. 2), в частности белка полосы 3. Это приво-
дит к ослаблению связи между мембраной и ци-
тоскелетом, выпячиванию мембраны и освобож- 
дению части мембран в виде микровезикул [75, 
76]. Очень важным элементом в модификации 
белковых структур, включая рецепторы, является 
образование нитрозотиолов [76, 77].

Значимые события при прохождении  
эритроцитом уровня микроциркуляции
Одним из основных факторов, влияющих на 

активность биохимических процессов в эритро-
цитах, является содержание ионов кальция. При 
прохождении эритроцита через мелкие сосуды ак-
тивируются механочувствительные каналы (явле-
ние механотрансдукции), которые обеспечивают 
поступление Ca2+ внутрь эритроцита, активацию 
каналов Гардоса, что, в свою очередь, сопрово-
ждается выходом K+, Cl– и воды (см. рис. 1) [45, 
46, 78]. Уменьшение объема эритроцита за счет 
потери воды снижает деформируемость, но по-
зволяет ему лучше проходить капилляры малого 
диаметра в системе микроциркуляции. Калиевые 
каналы, зависимые от кальция (100–200 каналов 
на один эритроцит), в физиологических условиях 
не активированы [79]. Концентрация Ca2+ внутри 
эритроцита составляет около 20–50 нМ, но при 
экстремальных воздействиях достигает 150 нМ, 
что приводит к активации кальцийзависимых K+ 
каналов и проявлению эффекта Гардоса [45, 46]. 
Можно допустить, что такие экстремальные со-
стояния возможны при нарушении прохождения 
сосудов малого диаметра, а также при активации 
процессов перекисного окисления липидов. Кро-
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ме того, вхождение ионов Са2+ внутрь эритроцита 
сопровождается снижением электростатического 
потенциала [80] и выходом АТФ и воды [81]. Спо-
соб активации кальциевых каналов можно пред-
ставить по двум основным вариантам: активация 
неселективного потенциалзависимого катионно-
го канала [82] или MNDA-рецепторов [83]; ак-
тивация каналов с помощью простагландина Е2 
[84]. 

Несмотря на разные данные об изменении 
формы и размеров эритроцита при прохождении 
микроциркуляции, общим моментом является 
то, что перестройки сопровождаются снижением 
трансмембранного потенциала [17, 83]. Вероятнее 
всего, это происходит с участием гликокаликса 
эндотелия, который также имеет отрицательный 
заряд [85, 86]. Количество диссоциированного 
кислорода и СО2 существенно зависит от време-
ни пребывания эритроцита в капилляре. Аквапо-
рины как интегральные белки способны циклич-
но модифицироваться и активироваться на 
разных уровнях сосудистого русла. Аквапорин-1 
переносит около 60 % углекислого газа [87, 88], 
а также отвечает за проведение NO из клетки и 
внутрь клетки; тот факт, что клеточная мембрана 
сама по себе представляет серьезное препятствие 
для диффузии NO, подчеркивает важность транс-
портной функции белка. В работах Y. Wang et al. 
подтверждена возможность регулируемой прони-
цаемости для NO и О2 с помощью аквапорина-4 
[90, 91]. Эритроциты имеют собственную eNOS, 
которая локализована в мембране и цитозоле. По-
давление образования NO снижает деформируе-
мость эритроцита [92].

Важным этапом в перестройке биохимизма и 
газообмена является процесс дезоксигенации ге-
моглобина (см. рис. 1). При диссоциации оксиге-
моглобина ионы Н+ протонируют карбоксильные 
группы на внешней стороне мембраны эритроци-
та, что снижает плотность отрицательного заря-
да пропорционально уменьшению рН (на 0,4 ед.) 
от артериального конца капилляра к венозному 
[17]. По мере отдачи кислорода дезоксигемогло-
бин концентрируется сплошным слоем ближе к 
внешней мембране эритроцита, принимая на себя 
половину величины трансмембранного потенци-
ала и ослабляя электрическое поле. По мнению  
Э.И. Насыбуллиной, усиление связывания Hb 
с мембраной через белок полосы 3 приводит к 
тому, что мембранные ферменты переходят в ци-
тозоль и активируются [28].

Растворенный CO2 диффундирует по гради-
енту напряжений из тканей в кровь (см. рис. 1). В 
капиллярах некоторое количество двуокиси угле-
рода остается в плазме в растворенном состоянии 
и играет важную роль в стимуляции центрально-

го дыхательного механизма. Большая часть CO2 
поступает в эритроцит через аквапорин-1, где 
осуществляется его гидратация с образовани-
ем угольной кислоты, мгновенно диссоциирую-
щей на протон и гидрокарбонат-ион: СО2+Н2О 
→  + Н+. В плазме эта реакция протекает 
очень медленно, а в эритроцитах в 10000–25000 
раз быстрее благодаря эффектам карбоангидразы 
[93]. Накопление  в эритроцитах приводит 
к тому, что между его внутренней средой и плаз-
мой крови создается диффузионный градиент. 
Одновременно с выходом из эритроцита каждого 
иона  взамен в эритроцит поступает ион Cl–. По 
мере диффузии СО2 в эритроците накапливаются 
протоны, увеличивается отдача О2 (эффект Бора) 
гемоглобином [94], однако это не приводит к су-
щественным сдвигам рН вследствие достаточной 
буферной емкости гемоглобина (гемоглобин свя-
зывает два иона Н+ каждые четыре освободив-
шиеся молекулы O2). В дальнейшем двуокись 
углерода может связываться также посредством 
присоединения к аминогруппам белкового ком-
понента гемоглобина, реакция протекает без уча-
стия ферментов. При этом образуется остаток 
карбаминовой кислоты и высвобождается протон 
(Hb-NH2 + CO2 → Hb-NHCOOH– + H+). В ходе 
образования карбаминовых комплексов снижа-
ется сродство гемоглобина к кислороду (эффект 
Холдена). Эффект сходен с действием низкого 
значения рН. На уровне легких при соединении 
гемоглобина с О2 оксигемоглобин десорбируется 
с мембраны, а электрическое поле восстанавли-
вается.

Представляет интерес тот факт, что прони-
цаемость для NO в разные фазы гемоглобина 
(состояния R-T) различаются: в условиях ок-
сигенирования она составляет от 4400 до 5100 
мкм/с, а в условиях деоксигенирования – более 
64000 мкм/с. 

Взаимодействие между NO  
и гемоглобином
В физиологических условиях устанавливает-

ся равновесие между продукцией NO, пероксини-
трита, насыщением гемоглобина кислородом, его 
мембранно-связанной формой и внутриэритроци-
тарным Hb-S-NO (см. рис. 1). Регуляция диссоци-
ации оксигемоглобина может опосредоваться NO 
через диссоциацию Hb-S-NO, высвобождение 
NO и увеличение фракции мембранно-связанно-
го гемоглобина. Эти изменения сопровождаются 
снижением сродства Hb к кислороду на уровне 
микрососудов большого круга кровообращения и 
увеличением сродства при прохождении крови по 
малому кругу [95, 96]. Дезоксигенация гемогло-
бина сопровождается диссоциацией Hb-S-NO и 
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выходом фактора регуляции кровотока – S-NO –  
из эритроцита [69] и соответствующим усилени-
ем кровообращения в данном сосудистом регио-
не. 

Более сложные молекулярные перестройки 
можно наблюдать при взаимодействии NO и его 
метаболитов с внутренними структурами эри-
троцита: в плазмалемме модифицируются белок 
полосы 3, спектрин, в цитоплазме – актиновые 
филаменты, нейрофиламенты и тубулины, со-
ставляющие эндоскелет эритроцита. Триггером к 
реализации этих механизмов может быть увели-
чение концентрации NO в окружающей среде и 
в самом эритроците. Мишенями NO служат же-
лезосодержащие ферменты и белки, содержащие 
SH-группы и атомы кислорода, в последнем слу-
чае образуется пероксинитрит [97]. Как известно, 
SH-группы белков являются критическими цен-
трами их регуляции [98]. Реакция цистеинов и их 
SH-групп возможна с АФК и активными форма-
ми азота, а также с кальцием [99]. Через моди-
фикацию SH-групп, наряду с фосфорилировани-
ем, обеспечивается проведение сигналов внутри 
клетки. Основными аминокислотами рецепторов, 
с которыми взаимодействует NO, являются ци-
стеин и тирозин, последний может нитроваться 
либо нитрироваться [100]. Возможность преобра-
зования NO в S-NO гемоглобином подтверждена 
во многих исследованиях [101, 102].

Кроме этого, важным этапом, с позиций рас-
сматриваемого вопроса, является модификация 
SH-групп цистеина в результате образования 
динитрозольных комплексов железа (ДНКЖ), 
состоящих из иона железа (Fe2+) и двух молекул 
NO и обеспечивающих депонирование NO и ре-
гуляцию активности белков [103]. Вторым ли-
гандом, связывающим железо в ДНКЖ, может 
служить остаток тирозина [104]. Следовательно, 
через образование ДНКЖ, может регулироваться 
активность белков-регуляторов, рецепторов, фос-
фолипидов, СК, липопротеинов.

Важным элементом в механизмах обмена 
газов является различные формы связи NO с 
гемоглобином. В опытах установлено, что при 
взаимодействии  c дезокси-Hb осуществляется 
реакция, в результате которой последний окисля-
ется в метHb, а ионы  восстанавливаются до NO 
(см. рис. 1): Hb2+ + 2H+ → метHb + NO + H2O. 
Образовавшийся NO образует стабильные соеди-
нения с Hb: Hb2+ + NO → Hb2+-NO.

Наличие редуктазных систем в эритроци-
тах предупреждает от чрезмерного образования 
метгемоглобина и токсического действия нитро-
соединений. В результате взаимодействия NO и 
его продуктов с гемоглобином протекают такие 
биохимические реакции, как NO-диоксигеназная, 

изомеризация пероксинитрита в нитрат, денитро-
зилазная, восстановительное нитрозилирование, 
окисление нитрита, окислительное денитрозили-
рование. В результате гемоглобины могут обра-
зовывать разные комплексы с NO: гем [Fe(NO)] – 
нитрозил Hb; в комплексе с SH-группой – [Hb-
S-NO] нитрозогемоглобин [101, 105]; Hb-ДНКЖ 
[106]. При повышении метаболических запро-
сов клетки Hb-S-NO и плазменный альбумин NO 
становятся донорами NO, увеличивая кровоток в 
данной зоне [107]. 

Большинство белков мембраны (на примере 
эндотелиоцитов) и плазмалеммы (строительные 
белки, рецепторы, якорные белки) вступают во 
взаимодействие с NOS, изменяя свою структуру 
и активность. К примеру, iNOS взаимодейству-
ет через PDZ [108] сразу с несколькими белка-
ми [109]. Изменяя третичную и четвертичную 
структуру пептидов, NOS может способствовать 
снижению их связи с гликокаликсом, самой мем-
браной и якорными белками. Этот процесс спо-
собствует «слущиванию» с эритроцита различ-
ных соединений.

Кроме указанных вариантов, важным меха-
низмом регуляции является процесс S-нитро-
зилирования белков при взаимодействии с NO 
(чаще нитрозилированию подвергается цисте-
иновые остатки белка). NO может нарушать 
взаимодействие гормонов с их рецепторами на 
мембране эритроцитов, что приводит к высво-
бождению БАВ. В первую очередь это касается 
белково-пептидных гормонов (инсулин, гормоны 
гипофиза и др.) и производных аминокислот (ти-
реоидные гормоны, катехоламины).

Эритроциты сами способны синтезировать 
NO с помощью eNOS. Продукты его реакций, 
такие как пероксинитрит, модифицируют тиро-
зиновые остатки в рецепторах (например, ин-
сулина), что, вероятно, и снижает связывание с 
гормоном. Конформационные изменения в бел-
ках (гемоглобине, рецепторах) также могут быть 
вызваны нитрозилированием. Кроме того, NO 
способствует диссоциации комплексов гормонов 
с белками-переносчиками (например, альбуми-
ном), увеличивая их свободную фракцию в плаз-
ме. Аналогичный механизм может высвобождать 
БАВ, связанные с СК, тем самым пополняя пул 
активных гормонов в крови.

Отдельного внимания заслуживает взаимо-
действие сигнальных путей NO и сероводорода 
[110]. Автор отмечает, что NO способен моду-
лировать синтез H2S, усиливая экспрессию клю-
чевого фермента цистотионин-γ-лиазы. В свою 
очередь, H2S может стимулировать образование 
NO из нитритов, особенно в условиях ацидоза, 
а также способствовать образованию гибридных 
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молекул S-нитрозотиолов, что расширяет спектр 
их сигнальных эффектов. Ключевым физиологи-
ческим следствием этого взаимодействия являет-
ся совместное влияние на окислительный стресс. 
H2S снижает окислительные повреждения, вы-
ступая как «ловушка» для супероксид-аниона и 
подавляя его продукцию. Более того, H2S напря-
мую взаимодействует с токсичным пероксини-
тритом, нейтрализуя его с образованием тиони-
тритов (HSNO). Таким образом, пути NO и H2S 
не просто пересекаются, но и функционально си-
нергичны, взаимно усиливая защитные свойства 
друг друга. 

Некоторые эффекты от действия  
пероксинитрита
Изменения под действием ONOO– структур-

ных белков (полосы 3, к примеру) могут приво-
дить к диссоциации связи рецептор–лиганд и 
увеличивать процесс экзоцитоза и диссоциацию 
лиганд-рецепторных комплексов. Кроме того, 
ONOO– способен к окислению поверхностных 
тиоловых групп [111], фосфорилированию и де-
фосфорилированию тирозина, активации тиро-
зиновых киназ и ингибированию фосфотаз [112]. 
Так, в высоких концентрациях ONOO– вызывает 
модификацию ионных каналов, активирует со-
вместный транспорт ионов калия и хлора [113] и 
блокирует кальциевый ток в цитозоль вследствие 
нитрозилирования Ca2+-каналов [114]. 

Окисление гемоглобина под действием 
ONOO– увеличивает связывание его с ионным ка-
налом белка полосы 3, высвобождение ферментов 
гликолиза из мембраны и усиление утилизации 
глюкозы [115]. Кроме того, ONOO– уменьшает 
pH внутри эритроцитов одновременно с активи-
зацией карбоангидразы, что повышает жесткость 
мембраны эритроцитов и снижает их деформиру-
емость. Однако по мере насыщения гемоглобина 
кислородом происходит изомеризация ONOO– 
в нитрат. Параллельно этому следует ожидать 
улучшения механических свойств эритроцитов, 
что важно при прохождении микроциркулятор-
ного русла и после него.

Появление пероксинитрита в качестве нового 
игрока в метаболизме NO может существенным 
образом влиять на активность белков, включая ма-
тричные белки и рецепторы. Можно утверждать, 
что ONOO– действует не только внутри эритроци-
та, но и на внешней стороне его мембраны, ока-
зывая сигнальное или токсическое действие одно-
моментно на эндотелий. Пероксинитрит наряду 
с NO рассматривается как регулятор сродства 
гемоглобина к кислороду. Установлено, что 
увеличение концентрации ONOO– снижает Р50, 
сдвигая кривую диссоциации оксигемоглобина 

влево [116–119]. Предполагается общий меха-
низм регуляции транспорта веществ с участием 
NO и его соединений:

1. Активация синтеза: в микроциркулятор-
ном русле активация механорецепторов эндо-
телия усиливает выработку NO и ONOO– через 
eNOS и iNOS.

2. Физиологическая роль ONOO–: в норме 
синтезируется определенное количество ONOO–, 
который обладает как окислительными, так и сиг-
нальными свойствами.

3. Модификация белков: NO и ONOO– вы-
зывают нитрозилирование, нитрование и окисле-
ние аминокислотных остатков (тирозина, серина, 
SH-групп).

4. Изменение поверхности эритроцита: эти 
процессы приводят к конформационным измене-
ниям белков и гликокаликса, что нарушает рецеп-
торные связи с БАВ и снижает Z-потенциал СК.

5. Высвобождение веществ: снижение 
Z-потенциала усиливает прилегание мембраны 
эритроцита к эндотелию, сокращая расстояние 
для диффузии газов, способствуя «десквама-
ции» – высвобождению БАВ, липидов и других 
частиц в плазму, эндотелий или межклеточное 
пространство, пополняя пул БАВ.

6. Внутриклеточные изменения: проникно-
вение и синтез ONOO– в эритроците запускает 
модификации (нитрование, окисление) внутри-
клеточных белков цитоскелета (спектрин, анки-
рин, белок полосы 3).

Заключение
Транспорт эритроцитами О2, СО2, NO и БАВ 

подчинен в первую очередь потребностям в них 
органов и тканей. Интенсивность метаболизма 
является определяющим фактором перестройки 
системы кровообращения и доставки кислорода. 
Одним из главных элементов регуляции этой си-
стемы служат газотрансмиттер NO и его произ-
водные. Эти активные соединения обеспечивают 
конформационные изменения структуры цито-
скелета эритроцита, функциональную активность 
ферментов, рецепторов, ионную проницаемость 
и состав мембраны, модификацию гемоглобина 
и проявление его многофункциональных свойств 
по обмену газов и перестройке мембраны. Имею-
щиеся сведения о роли NO, SNO, пероксинитри-
та, аквапоринов, трансмембранных белков позво-
ляют по-новому взглянуть на транспорт газов, 
процесс оксигенации и дезоксигенации гемогло-
бина и его сопряжение с регуляцией кровообра-
щения. Следует заметить, что для транспорта и 
доставки конкретного соединения описанные ме-
ханизмы могут проявляться в различной степени. 
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Их изучение позволит использовать эритроциты 
для целенаправленного транспорта к клеткам-ми-
шеням различных соединений. 

Исследование эритроцитарных каналов от-
крывает перспективы к пониманию генетических 
нарушений в их работе (каналопатий), а также 
имеет огромное значение для культивирования 
полноценных эритроцитов в биореакторах для 
нужд гематологии. Малоизученным явлением 
остаются так называемые «псевдопотенциалы 
действия», их электрофизиологические эффек-
ты и значение в регуляции функции эритроцита. 
Уникальная способность эритроцитов транспор-
тировать различные молекулы открывают пер-
спективу ранней диагностики различных заболе-
ваний. 
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Потенциальные молекулярные мишени управления  
метаболизмом и гибелью опухолевых клеток линии А375  
меланомы человека в условиях изменения редокс-статуса
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Резюме

Цель исследования – охарактеризовать потенциальные молекулярные мишени для управления метаболизмом и 
апоптотической гибелью опухолевых клеток линии А375 в условиях изменения редокс-статуса. Актуальность 
исследования обоснована агрессивностью меланомы, высоким потенциалом метастазирования и устойчиво-
стью клеток опухоли к действию активных форм кислорода. Использование клеточной линии А375 меланомы 
человека, имеющей мутацию BRAFV600E, позволяет исследовать механизмы лекарственной устойчивости опу-
холевых клеток. В условиях изменения редокс-статуса опухолевых клеток происходит окислительная моди-
фикация белков, которые, в свою очередь, влияют на функциональную активность протеинов, регулирующих 
метаболизм. Ведущую роль в регуляции окислительной модификации макромолекул играют системы глута-
тиона, глутаредоксина, тиоредоксина. От конформационной укладки белковых молекул в условиях изменения 
редокс-статуса напрямую зависят пролиферативная активность, функционирование и выживание опухолевых 
клеток. Установление молекулярных механизмов управления метаболизмом в опухолевых клетках при изме-
нении редокс-статуса позволяет предложить потенциальные молекулярные мишени для активации апоптоза. 
Представленные в обзоре сведения логически обосновывают использование изменений редокс-статуса и окис-
лительной модификации белков как молекулярных механизмов управления клеточным метаболизмом и апопто-
зом опухолевых клеток линии А375.

Ключевые слова: меланома человека, опухолевые клетки линии А375, апоптоз, редокс-статус клетки, 
окислительный стресс, окислительная модификация белков.
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Abstract

The aim of the study is to describe potential molecular targets for regulating metabolism and apoptosis of A375 tumor cells 
under conditions of altered redox status. The relevance of the study is justified by the aggressive nature of melanoma, its 
high metastatic potential, and the resistance of tumor cells to reactive oxygen species. The use of the human melanoma 
cell line A375, which carries the BRAFV600E mutation, serves as a valuable model for investigating mechanisms of drug 
resistance in tumor cells. Under conditions of altered redox status, oxidative modifications of proteins occur, which in 
turn affect the functional activity of proteins that regulate metabolism. The systems of glutathione, glutaredoxin, and 
thioredoxin play a key role in regulating the oxidative modification of macromolecules. The conformational arrangement 
of protein molecules in response to changes in redox status directly influences the proliferative activity, functionality, 
and survival of tumor cells. By discovering the molecular mechanisms that regulate metabolism in tumor cells during 
changes in redox status, we could identify potential molecular targets for activating apoptosis. The information presented 
in this review logically supports the use of changes in redox status and oxidative modification of proteins as molecular 
mechanisms for regulating cellular metabolism and apoptosis in A375 melanoma cells.

Key words: human melanoma, A375 tumor cells, apoptosis, cell redox-status, oxidative stress, oxidative protein 
modification.
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Введение
Управление метаболизмом опухолевых кле-

ток является приоритетной научной задачей экс-
периментальной биохимии. На сегодняшний день 
наиболее агрессивным видом рака кожи является 
меланома, берущая начало из клеток нейрональ-
ного гребня. Меланому нельзя отнести к истинно 
эпителиальным новообразованиям. Опухолевые 
клетки характеризуются схожими биологически-
ми программами с эпителиальными клетками, но 
при этом имеют нейрональную природу, что спо-
собствует онкогенезу, инвазии и метастазирова-
нию. Данное сложное явление называется «пере-
ключением фенотипа» нормального меланоцита 
кожи и тесно связано с особенностями метаболиз-
ма опухолевых клеток, а также с малигнизацией 
нормальных клеток [1]. Наряду с этим меланома 
кожи встречается реже, чем другие виды злока-
чественных новообразований, но является при-
чиной наибольшего числа смертей, связанных с 
раком кожи, во всем мире. Чрезмерная агрессив-
ность меланомы обусловлена высоким потенци-
алом метастазирования и устойчивостью клеток 
к действию активных форм кислорода (АФК) [2]. 
В основе малигнизации меланоцитов на каждой 
стадии злокачественной трансформации важную 
роль играет окислительный стресс и изменение 

окислительно-восстановительного гомеостаза 
[2–4]. При этом возрастает продукция клетками 
меланомы молекул, способствующих адгезии, 
инвазии и метастазированию. К таким молекулам 
относят соединения белково-пептидной природы: 
провоспалительные пептиды (цитокины), кадге-
рины, молекулы клеточной адгезии и др. Вклад 
окислительного стресса в увеличение агрессив-
ности опухолевых клеток обоснован тем, что 
АФК способствуют окислительной модификации 
макромолекул, в том числе белково-пептидной 
природы, изменяя их функциональную актив-
ность. Белки и пептиды представляют особый 
интерес в аспекте управления внутриклеточной 
сигнализацией, метаболизмом и активностью ге-
нома малигнизированных клеток, в связи с чем 
рассматриваются в качестве перспективных мар-
керов ранней диагностики возникновения мела-
номы и оценки проводимой терапии. 

Поиск молекул с целью таргетного управле-
ния процессами адгезии, инвазии, пролиферации 
и апоптотической клеточной гибели клеток, ме-
ланомы человека до сих пор актуален, а изучение 
механизмов изменения содержания функцио-
нально активных белков и пептидов, отвечающих 
за регуляцию передачи внутриклеточных сигна-
лов, метаболизма, адгезию и инвазию малигнизи-
рованных клеток, является перспективным. 
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Роль изменений в сигнальных путях  
в развитии лекарственной устойчивости 
опухолевых клеток меланомы  
с мутациями гена BRAF
Меланома представляет собой мультифак-

торное заболевание, включающее изменения ге-
номного ландшафта, работы сигнальных путей, 
метаболизма и редокс-гомеостаза, приводящие к 
малигнизации меланоцитов, нарушению проли-
ферации и клеточной гибели [5–9]. По данным 
World Population Review, среди распространен-
ных форм рака меланома занимает 17-ю позицию 
[10]. Основная причина высокой смертности – 
неэффективность лечения метастатического за-
болевания и связанный с этим пробел в знаниях о 
формировании метастазов. Агрессивное течение, 
неблагоприятный прогноз и низкие показатели 
безметастической выживаемости пациентов с 
меланомой кожи обусловлены наличием сомати-
ческих мутаций генов BRAF или NRAS МАР-ки-
назного сигнального пути – RAS/RAF/MEK/ERK. 
Так, наиболее распространенной мутацией явля-
ется мутация гена BRAF (гомолог B1 вирусного 
онкогена саркомы мышей V-raf), который коди-
рует белок семейства серин-треониновых проте-
инкиназ RAF, активирующихся путем связыва-
ния малых G-белков семейства RAS с помощью 
N-терминальной области белков RAF. RAF-кина-
зы, посредством фосфорилирования, активируют 
MEK1 и MEK2 (МЕК1/2), которые, в свою оче-
редь, способствуют активации ERK-1- и ERK-2-
киназ (ERK1/2) [11–15]. Вторым часто встреча-
ющимся изменением генома является мутация 
гена семейства RAS, включающего NRAS, HRAS, 
KRAS4A и KRAS4B. Эти гены кодируют инфор-
мацию о высокогомологичных G-регуляторных 
белках – ГТФазах, которые, посредством фосфо-
рилирования белков RAF, являются участниками 
киназного каскада MEK и PI3K/Akt в передаче 
сигнала от рецепторов факторов роста к нижеле-
жащим эффекторам клетки: факторам транскрип-
ции, циклин-зависимым киназам, циклинам и др. 
[16, 17]. Вышеперечисленные мутации при мела-
номагенезе нарушают сигнализацию MAPK, что 
приводит к усилению пролиферации клеток, ин-
вазии, метастазированию и ангиогенезу [18, 19]. 

В современной литературе широко освеще-
на проблема устойчивости меланомы к прово-
димому лечению, например селуметинибом, да-
брафенибом или вемурафенибом у пациентов, 
имеющих мутацию участка гена BRAF (V600Е), 
иматинибом у больных с мутацией участка гена 
c-KIT и другими препаратами [12, 13, 15]. Одним 
из перспективных подходов лечения опухолевых 
процессов является иммунотерапия высокими 

дозами ИЛ-2, ИЛ-12, интерферона-α2b и други-
ми препаратами [20, 21]. Особое внимание заслу-
живает эффективность комбинированного под-
хода к лечению, сочетающего химиотерапию и 
иммунотерапию – биохимиотерапия [22]. Однако 
проблема устойчивости клеток меланомы к лече-
нию остается актуальной и требует углубленно-
го изучения и поиска молекулярных механизмов 
формирования «ускользания» от механизмов кле-
точной гибели, срыва регуляции пролиферации, 
повышения потенциала «стволовости», обуслов-
ливающей толерантность к лечению и высокую 
способность к метастазированию этих клеток.

Изменение редокс-гомеостаза меланоцита 
опухолевой линии А375 как фактор  
управления клеточной гибелью и  
метастазированием меланомы
Одной из причин активации меланомагенеза 

и резистентности к лечению меланом является 
повышенная продукция АФК и нарушение ре-
докс-гомеостаза меланоцитов. Поэтому изучение 
аспекта формирования окислительного стресса 
является перспективным в выявлении молекуляр-
ных механизмов малигнизации меланоцитов и 
разработке более эффективных терапевтических 
подходов к лечению меланомы [3, 4]. С одной 
стороны, редокс-гомеостаз играет важную роль 
в поддержании активности генома, работы сиг-
нальных путей и метаболизма клетки, где регу-
лирующее влияние АФК на клетки обусловлено 
их участием в качестве вторичных мессенджеров 
в передаче сигнала, опосредованного лиганд-ре-
цепторными взаимодействиями [23, 24]. С другой 
стороны, многочисленные исследования показа-
ли, что редокс-регуляция оказывает влияние на 
процессы сигнальной трансдукции при действии 
биологически активных веществ и на экспрессию 
ряда генов как при адаптивной реакции клеток 
в экстремальных условиях, так и при развитии 
патологических процессов, вызывая прогрессию 
и метастазирование меланомы [25–27]. В ре-
зультате этого происходит изменение регуляции 
клеточных процессов – пролиферации, диффе-
ренцировки, апоптоза, а также нарушение функ-
циональных свойств и иммунного ответа клетки 
[28, 29]. Дисбаланс про- и антиоксидантов при-
водит к гиперпродукции АФК, способствующих 
окислительному повреждению макромолекул и 
дерегуляции процессов пролиферации и гибели 
клеток [30, 31].

В экспериментальной биохимии и онколо-
гии удобным объектом исследования являются 
клеточные линии, имеющие мутации в геноме. В 
качестве одной из таких линий выступает опухо-
левая линия А375 меланомы человека с мутацией 
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BRAFV600E [19, 32]. Работы, проводимые с ее ис-
пользованием, позволяют более детально изучать 
аспекты лекарственной устойчивости опухоле-
вых клеток с мутацией гена BRAF.

Как компоненты систем запуска окисли-
тельного стресса, так и компоненты антиок-
сидантных систем клеток в настоящее время 
активно изучаются с позиции повышения цитоток-
сического эффекта на клетки меланомы. В работе  
J. de Backer, D. Hoogewijs на клетках линии А375 
предлагают цитоглобин, один из компонентов су-
персемейства кислород-связывающих глобинов, 
в качестве регулятора экспрессии генов, отвечаю-
щих за сигнальные пути mTORC1 и AKT/mTOR; 
цитоглобин также подавляет экспрессию генов 
NLRP1, CASP1 и CD74, продукты которых игра-
ют ключевую роль в регуляции секреции цитоки-
нов и активации инфламмасомы [33]. В качестве 
мишени для управления гибелью клеток А375 
посредством окислительной модификации может 
выступать мембранно-связанная НАДФН-окси-
даза, продуцирующая супероксидный анион-ра-
дикал. Так, воздействие холодной атмосферной 
плазмы на опухолевые клетки линии А375 при-
водит к их гибели на фоне активации выработки 
АФК НАДФН-оксидазным комплексом NOX1 
вследствие окислительного изменения одной из 
его структурных субъединиц, белка-активатора 
Noxa1 [34]. 

X. Li et al. [35] предложили в качестве пер-
спективной молекулы для регуляции антиокси-
дантного ответа и управления метастазированием 
клеток меланомы митохондриальную глице-
рол-3-фосфатдегидрогеназу: низкая экспрессия 
мРНК и активности фермента на фоне высокого 
содержания Nrf2 усиливает метастазирование, а 
возрастание экспрессии мРНК и активности бел-
ка на фоне сниженного содержания транскрип-
ционного фактора – уменьшает. Авторы считают, 
что одним из молекулярных механизмов повы-
шения «стволовости» изучаемых клеток является 
окислительная модификация белков клеток ме-
ланомы [35]. Интересный подход продемонстри-
рован при изучении радиочувствительности на 
опухолевых клетках линии А375 [36]. Применяя 
сульфасалазин, ингибитор транспортера для ци-
стеина, в клетках меланомы останавливали син-
тез глутатиона и наблюдали повышение чувстви-
тельности опухолевых клеток к лучевой терапии 
на фоне формирования окислительного стресса 
[36]. Использование L-бутионинсульфоксимина в 
клетках А375 вызывало истощение запасов глу-
татиона и активацию гибели клеток в результате 
ферроптоза, что позволило авторам исследования 
предложить управление этим типом клеточной 
гибели как альтернативный терапевтический под-

ход для лечения меланомы, а редокс-регуляцию 
фосфолипидов мембраны – как молекулярный 
механизм реализации проферроптотических сиг-
налов смерти [37]. 

Показана роль глиоксалазы-1, кодируемой 
GLO1, в опухолевых клетках линии А375 в моду-
ляции ряда внутриклеточных процессов [38]. Ав-
торы применили технологию CRISPR/Cas 9 для 
делеции и восстановления экспрессии гена GLO1 
и продемонстрировали, что в клетках с геномной 
делецией GLO1 модулируются функциональная 
активность тиоредоксин-связывающего белка 
TXNIP (thioredoxin-interacting protein,), окисли-
тельно-восстановительный гомеостаз, метабо-
лизм глюкозы, сопровождающиеся ускорением 
роста клеток A375 [38]. Коллектив авторов [39], 
занимающийся изучением на клеточных линиях 
ингибиторов антипортера xCT (белка, участвую-
щего в активном транспорте глутамата (выход) и 
цистина (вход) через клеточную мембрану кле-
ток), показал, что характерный для опухолевых 
клеток A375 высокий уровень экспрессии пере-
носчика xCT сопровождается высокой скоростью 
синтеза в них глутатиона. Применение ингибито-
ров поглощения цистина с помощью антипорте-
ра xCT впоследствии приводит к блокированию 
синтеза глутатиона, что в конечном итоге сопро-
вождается усилением окислительного стресса и 
повышением эффективности противоопухолевой 
терапии [39].

Окислительная модификация белков – 
способ молекулярного управления  
клеточным метаболизмом и гибелью  
клеток в условиях окислительного  
стресса
Среди многообразия молекулярных мише-

ней АФК можно выделить две главные: взаи-
модействие с металлосодержащими белками 
и окисление SH-групп в белках. В настоящее 
время актуальным направлением медико-био-
логической науки является изучение изменения 
функционирования молекулярных систем в ре-
зультате конформационных изменений белковых 
молекул (карбонилирование и глутатионилиро-
вание). Наиболее важно выявлять взаимосвязи 
между дисбалансом тиолдисульфидной системы, 
степенью окислительной модификации белков и 
функциональным состоянием компонентов сиг-
нальных путей, белков-регуляторов и белков-эф-
фекторов передачи сигнала, клеточного цикла, 
пролиферации, дифференцировки и гибели кле-
ток, в том числе меланомы кожи. Формирование 
окислительного стресса, возникающее в клетке 
при нарушении соотношения прооксидантов и 
компонентов антиоксидантных систем, приводит 
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к окислительному повреждению белков, липидов, 
углеводов, нуклеиновых кислот, в результате чего 
возникают нарушения процессов метаболизма, 
пролиферации и апоптоза опухолевых клеток [30, 
31, 40]. Особую роль в этих процессах отводят 
окислительной модификации белков как надеж-
ному маркеру интенсивности свободнорадикаль-
ного окисления [3, 41–43]. Активация окисления 
протеинов является фактором возрастания со-
держания карбонильных производных белков, 
что вызывает изменения в структурной органи-
зации белковых макромолекул, сопровождается 
их агрегацией и денатурацией, приводя к нару-
шению или потере функциональной активности 
(каталитической, регуляторной, транспортной, 
рецепторной и др.), и может индуцировать гибель 
клетки [44–47]. Окислительная модификация 
белков способствует появлению новых антигенов 
на цитоплазматической мембране и провоцирует 
иммунный ответ, что играет важную роль в пато-
генезе опухолевого роста, приобретении адгезив-
ных и инвазивных свойств меланоцитов [48].

В поддержании внутриклеточного редокс-го-
меостаза участвует система глутаредоксина, кото-
рая вносит существенный вклад в антиоксидант-
ную защиту клеток от окислительного стресса, 
вызывающего образование внутри- и межмоле-
кулярных дисульфидных связей в белках, окис-

ление функциональных SН-групп с поэтапным 
образованием сульфеновой, сульфиновой, суль-
фоновой кислот и последующей протеасомаль-
ной деградацией белков [49, 50]. Кроме того, при 
изменении редокс-статуса клетки, индикатором 
которого является соотношение восстановленной 
формы глутатиона (GSH) к окисленной (GSSG), 
GSSG принимает участие в реакциях обратимо-
го S-глутатионилирования протеинов (белков 
клеточного цитоскелета, регуляторов клеточного 
цикла и др.), предотвращая необратимое окисле-
ние SН-групп в составе аминокислотных остат-
ков белков [51–53] (рис. 1). Повышенный синтез 
глутатиона позволяет опухолевым клеткам справ-
ляться с возрастанием продукции АФК при моду-
ляции редокс-гомеостаза, в том числе в условиях 
гипоксии при метастазировании опухолевых кле-
ток [39].

Система глутаредоксина выполняет двоякую 
роль в окислительной модификации белков. Глу-
таредоксины (Grx) являются низкомолекулярны-
ми термоустойчивыми белками суперсемейства 
тиоредоксинов. Их принято подразделять на мо-
нотиольные, имеющие один остаток цистеина в 
активном центре, и дитиольные, включающие 
два остатка цистеина в каталитическом домене. 
У млекопитающих принято различать четыре 
изоформы глутаредоксинов: Grx1 – дитиольная, 

Рис. 1.  Молекулярные механизмы глутатионилирования/деглутатионилирования белков-регуляторов и бел-
ков-эффекторов апоптоза в клетках (по данным [50])

Fig. 1.  Molecular mechanisms of glutathionylation/deglutathionylation of regulatory proteins and effector proteins 
involved in apoptosis (based on [50])
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цитоплазматическая форма, которая также при-
сутствует в межмембранном пространстве мито-
хондрий; Grx2 – дитиольная, преимущественно 
митохондриальная, а также цитоплазматическая 
форма; Grx3 – монотиольная, ядерная и цито-
плазматическая форма; Grx5 – монотиольная, 
митохондриальная форма [49, 53–55]. Для под-
держания функциональной активности глутаре-
доксинов, восстановления их окисленных форм, 
зачастую необходим GSH. Также в восстановле-
нии окисленного Grx может принимать участие 
НАДФН-зависимая селеносодержащая тиоре-
доксинредуктаза (TrxR) и НАДФН-зависимая 
ферредоксинредуктаза у прокариот [54]. Глутаре-
доксины способны осуществлять катализ по мо-
нотиольному и дитиольному типу реакций в зави-
симости от строения активного центра фермента. 
В соответствии с редокс-состоянием клетки глу-
таредоксины могут катализировать как деглута-
тионилирование (монотиольный тип реакции), 
так и S-глутатионилирование модифицирован-
ных белков. При снижении величины соотноше-
ния GSH/GSSG (нарастании внутриклеточного 
содержания окисленной формы трипептида) в 
клетке глутаредоксины могут выполнять реакции 
S-глутатионилирования белков, а при восстанов-
лении редокс-статуса (повышении концентрации 
восстановительных молекул) – реакции деглута-
тионилирования [53–55] (см. рис. 1). 

Тиолсодержащие редокс-белки могут функ-
ционировать в качестве редуктаз или оксидаз, и 
эта способность определяется окислительно-вос-
становительными условиями компартмента клет-
ки (цитоплазма, митохондрия, ядро), в котором 
они находятся, а также наличием или отсутстви-
ем редокс-протеинов, способных поддерживать 
их в окисленном или восстановленном состоянии 
[29, 56, 57]. Одними из таких редокс-белков яв-
ляются компоненты системы тиоредоксина: тио-
редоксин (Trx), TrxR и TXNIP. Trx представляет 
собой белок с молекулярной массой 12 кДа, под-
держивающий окислительно-восстановительный 
гомеостаз клеток млекопитающих, в клетках со-
держится в двух изоформах: цитозольной (Trx1) 
и митохондриальной (Trx2). TrxR представлена 
тремя изоформами: цитозольной (TrxR1), мито-
хондриальной (TrxR2) и ядерной (TrxR3) [3, 4, 
58, 59]. Для ядерной изоформы TrxR субстрата-
ми могут служить как окисленный тиоредоксин, 
так и GSSG, поэтому этот фермент называют тио- 
редоксин-глутатионредуктазой. Помимо этого в 
N-концевой последовательности фермента на-
ходится дополнительный домен глутаредоксина, 
благодаря которому белок может каталитически 
функционировать как тиоредоксинредуктаза, 
глутатионредуктаза и глутаредоксин [58–60]. В 
современном аспекте изучения системы тиоре-

доксина принято выделять в качестве одного из 
компонентов белок, связывающий тиоредоксин 
– TXNIP [3, 61]. S.F. Goldberg et al. [62] в иссле-
довании, посвященном изучению взаимосвязи 
метастазирования меланомы кожи и активности 
компонентов системы тиоредоксина, показали 
роль низкой экспрессии TXNIP и высокой степе-
ни метастазирования опухолевых клеток у паци-
ентов [62]. 

Функциональную взаимосвязь с компонента-
ми системы тиоредоксина имеют пероксиредок-
сины (тиолзависимые селеннезависимые перок-
сидазы), которые катализируют восстановление 
перекиси водорода, пероксинитрита и органи-
ческих гидропероксидов при непосредственном 
участии в катализе восстановленной формы тио- 
редоксина или глутаредоксина [54, 63, 64]. В 
клетках содержатся шесть изоформ пероксире-
доксина: цитоплазматические (Prx1, Prx2, Prx4, 
Prx5 и Prx6), митохондриальные (Prx3, Prx5), 
ядерные (Prx2, Prx5), лизосомальные (Prx4) 
[58, 63, 65, 66]. При этом тиолсодержащие ре-
докс-белки являются активными участниками 
окислительно-восстановительных реакций, ре-
гулируя внутриклеточную концентрацию АФК. 
В данном аспекте большой интерес вызывает 
изучение роли окислительно-модифицирован-
ных белков в редокс-регуляции передачи клеточ-
ного сигнала, пролиферации, дифференцировки, 
апоптотической гибели и иммунного ответа опу-
холевых клеток. Поскольку белки в своей сово-
купности не только определяют функциональные 
возможности отдельной клетки, но и представля-
ют собой молекулярные мишени для фармаколо-
гической коррекции патологических процессов, 
селективное управление окислительной модифи-
кацией белков-регуляторов и белков-эффекторов 
клеточного метаболизма представляется весьма 
перспективным для разработки терапевтических 
подходов к лечению меланомы.

Таким образом, окислительная модифика-
ция белков – это способ специфической регуля-
ции активности белков, выполняющих регуля-
торную, каталитическую, сигнализирующую, 
транспортную, структурную, двигательную и 
другие функции в клетке. Факторы транскрип-
ции, контролирующие экспрессию участков ге-
нома, кодирующих информацию о компонентах 
МАР-киназного сигнального пути, непосред-
ственно молекулы этого сигнального пути – RAS/
RAF/MEK/ERK, также подвержены управлению 
посредством окислительной модификации, что 
позволяет аргументировать использование про-
цессов глутатионилирования SH-содержащих мо-
лекул и карбонилирования для управления мета-
болизмом клеток меланомы линии А375 (рис. 2). 
Научное обоснование участия АФК и компонен-
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тов антиоксидантной системы в управлении ме-
таболизмом клеток А375, имеющих мутацию в 
геноме, позволит в некоторой степени объяснить 
процессы ускользания от клеточной гибели, на-
рушения пролиферации, приобретение свойств 
«стволовости» и лекарственную устойчивость 
малигнизированных меланоцитов. Помимо это-
го, выявление редокс-зависимых молекулярных 
мишеней, опосредующих изменение функцио-
нальной активности протеинов внутри клеток, 
расширит понимание процесса малигнизации ме-
ланоцитов, управления их метаболизмом и поло-
жит начало разработке нового поколения фарма-
кологических препаратов селективного действия 
для лечения меланомы кожи, а также позволит 
установить маркеры для ранней диагностики он-
кологического заболевания и контроля проводи-
мой терапии. 

Список литературы / References
1. Vandyck H.H., Hillen L.M., Bosisio F.M., van 

den Oord J., Zur Hausen A., Winnepenninckx V. Re-
thinking the biology of metastatic melanoma: a holistic 
approach. Cancer Metastasis Rev. 2021;40(2):603–624. 
doi: 10.1007/s10555-021-09960-8

2. Sagwal S.K., Bekeschus S. ROS Pleiotropy 
in melanoma and local therapy with physical modali-
ties. Oxid. Med. Cell. Longev. 2021;2021:6816214. doi: 
10.1155/2021/6816214

3. Carvalho L.A.C., Queijo R.G., Bacca-
ro A.L.B., Siena Á.D.D., Silva W.A. Jr., Rodrigues T., 
Maria-Engler S.S. Redox-related proteins in melanoma 
progression. Antioxidants (Basel). 2022;11(3):438. doi: 
10.3390/antiox11030438

4. Venza I., Venza M., Visalli M., Lentini G., 
Teti D., d’Alcontres F.S. ROS as regulators of cellu-
lar processes in melanoma. Oxid. Med. Cell. Longev. 
2021;2021:1208690. doi: 10.1155/2021/1208690

5. Linos E., Swetter S.M., Cockburn M.G., 
Colditz G.A., Clarke C.A. Increasing burden of mel-
anoma in the United States. J. Invest. Dermatol. 
2009;129(7):1666–1674. doi: 10.1038/jid.2008.423

6. Dorard C., Estrada C., Barbotin C., Larcher M., 
Garancher A., Leloup J., Beermann F., Baccarini M., 
Pouponnot C., Larue L., Eychène A., Druillennec S. 
RAF proteins exert both specific and compensatory 
functions during tumour progression of NRAS-driven 
melanoma. Nat. Commun. 2017;8:15262. doi: 10.1038/
ncomms15262

7. Яргунин С.А., Лазарев А.Ф. Меланома 
кожи. Состояние проблемы. Обзор. Рос. онкол. ж. 
2019;24:(3-6):113–120. doi: 10.18821/1028-9984-
2019-24-3-6-113-120

Yargunin S.A., Lasarev A.F. Skin melanoma. State 
of the problem. Review. Rossiyskiy onkologicheskiy 
zhurnal =Russian Journal of Oncology. 2019;24:(3-
6):113–120. [In Russian]. doi: 10.18821/1028-9984-
2019-24-3-6-113-120

Рис. 2.  Потенциальные молекулярные мишени управления метаболизмом, пролиферацией и апоптотической 
гибелью опухолевых клеток линии А375 в условиях изменения редокс-статуса (цветом выделены потен-
циальные молекулярные мишени)

Fig. 2.  Potential molecular targets for regulating metabolism, proliferation, and apoptosis in A375 tumor cells under 
altered redox status (potential molecular targets are highlighted in color)
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Резюме 

Наблюдение за изменениями размеров печени в динамике имеет большое значение как в прогностике, так и в 
диагностике патологий органов различных систем, а также применяется для оценки эффективности консерва-
тивного лечения и при планировании оперативных вмешательств. Вклад антропометрических факторов и кон-
ституциональных типов в размеры печени до сих пор обсуждается. Цель исследования – выявить, как соот-
носятся между собой типы конституции мужчин и женщин и линейные размеры печени при УЗИ. Материал 
и методы. Обследовано 212 человек (90 мужчин, 122 женщины) без патологий органов брюшной полости, для 
каждого по измеренным антропометрическим параметрам рассчитан индекс Пинье, в зависимости от величины 
которого исследуемые были разделены на астеников, нормостеников и гиперстеников. Измеряли у левой доли 
переднезадний размер (ПЗР), толщину хвостатой доли и краниокаудальный размер (ККР), у правой доли – ПЗР, 
косой краниокаудальный максимальный размер (КККР max) и ККР. Результаты и их обсуждение. У гиперсте-
ников, как у мужчин, так и у женщин, ПЗР и правой и левой долей больше, чем у астеников. Вместе с тем ПЗР 
обеих долей у мужчин-гиперстеников больше, чем у нормостеников, а у женщин-нормостеников больше, чем у 
астеников. Обнаружено, что ПЗР обеих долей, ККР и КККР max правой доли у мужчин больше, чем у женщин. 
Заключение. Наиболее конституционально зависимым является ПЗР как для левой, так и для правой долей пе-
чени. Половые отличия в размерах печени наблюдаются преимущественно у гиперстеников. 

Ключевые слова: печень, ультразвуковое измерение, типы конституции, половые различия. 
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Abstract 

Dynamic monitoring of liver size changes is very important in prognostics and in the diagnosis of various systems 
organs, and is also used to assess the effectiveness of conservative treatment and in the surgical interventions planning. 
The contribution of anthropometric factors and constitutional body types to liver size is still being discussed. The aim 
of the study was to identify the relationship between the constitutional body types of men and women and the liver 
ultrasound linear dimensions. Material and methods. A total of 212 people (90 men, 122 women) without abdominal 
organ pathologies were examined; for each person, the Pignet index was calculated based on the measured anthropometric 
parameters, depending on the value of which the subjects were divided into asthenics, normosthenics and hypersthenics. 
We measured anteroposterior (AP) and craniocaudal (CC) diameters of left and right lobes, thickness of caudate lobe and 
the right lobe oblique craniocaudal maximum diameter (OCC max). Results and discussion. Hypersthenics, both men 
and women, have larger AP diameter of the right and left liver lobes than asthenics. At the same time, the AP diameter 
of both lobes is larger in hypersthenic men than in normosthenics, and greater in normosthenic women than in asthenic. 
It was found that the AP diameters of both lobes, CC and OCC max diameters of the right lobe are larger in men than 
in women. Conclusions. It was found that the most constitutionally dependent is AP diameter for both the left and right 
liver lobes. Gender differences in liver sizes are observed mainly in hypersthenics. 

Key words: liver, ultrasound measurement, constitutional body types, gender differences.
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Введение 
Несмотря на то что печень является железой 

пищеварительной системы, изменение ее разме-
ров может свидетельствовать о нарушении струк-
туры и функции органов различных систем [1–5]. 
Наблюдение за изменениями размеров печени в 
динамике имеет большое значение как в диагно-
стике, так и в прогностике, особенно это актуаль-
но для инфекционных заболеваний и системных 
заболеваний соединительной ткани, а также при-
меняется для оценки эффективности медикамен-
тозного лечения и при планировании хирургиче-
ских вмешательств (резекции, трансплантации 
печени) [6–9]. При этом после вскрытия и извле-
чения из брюшной полости печень значительно 
изменяет свою конфигурацию и размеры вслед-
ствие потери «корсета»: диафрагмы, связочного 
аппарата, сосудов, органов брюшной полости и 
мышц брюшной стенки [10]. В терапевтической 
практике считается, что печень, выступающая 
из-под края реберной дуги, является увеличен-
ной, однако это может быть обусловлено наличи-
ем доли Риделя, типом конституции, смещением 

печени книзу из-за содержимого грудной клетки 
или из-за опущения диафрагмы [11–13].

Уже более полувека ультразвуковая диагно-
стика является рутинным исследованием, и за это 
время стало понятно, что размеры печени зависят 
от множества факторов, в том числе и антропоме-
трических, которые определяют тип конституции. 
Однако вклад конкретных антропометрических 
факторов и конституциональных типов в размеры 
печени до сих пор обсуждается [9, 14–17]. В свое 
время мы показали, что переднезадний размер 
(ПЗР) левой доли и у мужчин, и у женщин замет-
но коррелирует с такими антропометрическими 
факторами, как масса тела, окружность живота и 
индекс Кетле, и дополнительно – с окружностью 
грудной клетки и толщиной подкожной жировой 
клетчатки передней брюшной стенки у мужчин 
[18]. При этом у мужчин ПЗР правой доли замет-
но коррелирует с массой тела, окружностью груд-
ной клетки и живота, а для женщин соответству-
ющих корреляционных связей не найдено [19].

Существует множество работ о влиянии пола 
на размеры печени без соотнесения с типом кон-
ституции [7–9, 11, 17, 20–24]. Есть единичные 
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исследования, в которых выявлена взаимосвязь 
между линейными размерами печени и типом 
конституции у мужчин и женщин [25]. Однако 
авторы проводили измерение 11 антропометри-
ческих параметров и разделили группы по моди-
фицированной схеме Хит‒Картера на пять сома-
тотипов у мужчин и пять соматотипов у женщин, 
в то время как для практики врача желательно 
использовать методики с минимальным количе-
ством переменных. Цель настоящего исследо-
вания – выявить, как соотносятся между собой 
типы конституции мужчин и женщин и линейные 
размеры печени при УЗИ.

Материал и методы
Обследовано 212 человек (90 мужчин, 122 

женщины), подписавших информированное со-
гласие и не имеющих на момент исследования 
отклонений в общем и биохимическом анализе 
крови и без при УЗИ патологий гепатопанкреато-
билиарной системы и селезенки. Средний возраст 
исследуемых составил 27,44 ± 8,22 года (среднее 
арифметическое ± стандартное отклонение) (от 
18 до 69 лет).

С помощью ростомера измеряли длину тела, 
с помощью электронных весов – массу тела, сан-
тиметровой лентой – окружность грудной клетки; 
по формуле: рост в см – (масса тела в кг + окруж-
ность грудной клетки в см) рассчитали индекс 
Пинье [26], в зависимости от величины которого 
исследуемых разделили, по схеме М.В. Черно-
руцкого, на астеников (значение индекса больше 
30; 7 мужчин, 63 женщины), нормостеников (зна-
чение индекса от 10 до 30; 37 мужчин, 42 женщи-
ны) и гиперстеников (значение индекса менее 10; 
46 мужчин, 17 женщин). 

УЗИ печени проводилось натощак конвекс-
ным датчиком одним специалистом в трех разных 
медицинских учреждениях (ФГАОУ ВО «Балтий-
ский федеральный университет им. Иммануила 
Канта», ГБУЗ «Инфекционная больница Кали-
нинградской области» и ООО «Эдкар Бета») с по-
мощью аппаратов SonoScapeS6 (Китай), Aixplorer 
(SuperSonic Imagine, Франция) и Mindray DC-8 
(Китай) соответственно. Все использованные 
аппараты лицензированы к применению в меди-
цинских исследованиях и имеют погрешность 
линейных измерений менее 1 мм, что допускает 
возможность сопоставления полученных резуль-
татов в группах аппаратуры различных произво-
дителей. УЗ-измерения выполнялись при положе-
нии добровольцев на спине с отведенной правой 
рукой за голову при спокойном дыхании. Для ле-
вой доли датчик был установлен строго продоль-
но для гиперстеников по правой окологрудин-

ной линии, для других типов конституции – по 
срединной линии. Для правой доли датчик был 
установлен продольно по передней подмышеч-
ной линии в области VII-X межреберий. Ранее 
нами показано, что размеры правой доли печени 
по передней подмышечной линии более воспро-
изводимы, чем по средней ключичной [27]. При 
измерениях обеих долей выбирали наиболее от-
даленные точки. 

Мы измеряли у левой доли ПЗР, толщину хво-
статой доли (ТХД) и краниокаудальный размер 
(ККР) (рисунок а). ПЗР измеряли между перед-
ней и задней поверхностями левой доли, включая 
в измерение ТХД, ТХД ‒ от венозной связки пер-
пендикулярно до задней поверхности ХД, ККР ‒ 
от нижнего края до диафрагмальной поверхности 
левой доли (параллельно передней поверхности 
доли). У правой доли измеряли ПЗР, КККР max и 
ККР (рисунок б). ПЗР измеряли от передней по-
верхности до задней поверхности правой доли; 
КККР max ‒ от нижнего края правой доли пече-
ни до наиболее отдаленной точки правого купола 
диафрагмы [28], ККР ‒ от правого купола диа-
фрагмы до нижнего края правой доли печени, но 
параллельно передней поверхности печени (для 
измерения проводили вспомогательную линию 
от нижнего края доли, перпендикулярно кзади) 
(см. рисунок б). В случаях, когда ККР левой и 
правой доли не помещались целиком на экране, 
проводили измерение между наиболее отдален-
ными видимыми точками.

Статистическая обработка полученных дан-
ных проводилась с использованием программы 
IBM SPSS Statistics 23. После проверки распреде-
ления количественных переменных на нормаль-
ность сравнивали размеры печени у лиц разных 
типов конституции и у мужчин и женщин одного 
и того же типа конституции. Поскольку распре-
деление некоторых размеров отличалось от нор-
мального, применяли непараметрический анализ 
(критерии Краскела – Уоллиса и Манна – Уитни). 
Результаты представлены в виде Me [Q1; Q3], где 
Me – медиана, Q1 и Q3 – соответственно нижний 
и верхний квартили. Различия считались значи-
мыми при p < 0,05.

Результаты и их обсуждение 
Визуально большинство размеров печени у 

мужчин были больше, чем у женщин, а ПЗР обе-
их долей были больше у гиперстеников по срав-
нению с астениками у обоих полов. Как видно 
из таблицы, у гиперстеников вне зависимости от 
половой принадлежности ПЗР левой доли был 
больше, чем у астеников (p = 0,0004 у мужчин, 
p = 0,00000005 у женщин) и нормостеников (p = 
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= 0,00000001 у мужчин и p = 0,013 у женщин). 
ПЗР левой доли у женщин-нормостеников боль-
ше, чем у астеников (p = 0,0001), ККР левой доли 
у мужчин-гиперстеников меньше, чем у астени-
ков (p = 0,03) и нормостеников (p = 0,002). У асте-
ников ПЗР и ККР левой доли у мужчин значимо 
больше, чем у женщин соответствующего типа (p 
= 0,026 и p = 0,04, соответственно). У гиперстени-

ков по размерам отличается только ПЗР левой доли 
при учете половой принадлежности (p = 0,002). 
У мужчин и женщин гиперстенического типа 
телосложения ПЗР правой доли больше, чем у 
астеников (см. таблицу) (p = 0,023 для мужчин и 

p = 0,0002 для женщин). Кроме того, у мужчин-ги-
перстеников ПЗР правой доли больше, чем у нор-
мостеников (p = 0,0001), а у женщин наблюдается 

Определяемые размеры левой (а) и правой (б) доли. Зеленым пунктиром отмечен ПЗР, белым – ТХД, желтым – 
ККР (а); зеленым пунктиром отмечен ПЗР, голубым – КККР max, желтым – ККР, белым ‒ вспомогательная 
линия для измерения ККР (б)
The defined dimensions of the liver left (а) and right lobe(б). The anteroposterior diameter is marked in green, the 
thickness of the caudate lobe ‒ in white, the craniocaudal diameter ‒ in yellow (а); the anteroposterior diameter is 
marked in green, the oblique craniocaudal maximum ‒ in blue, the craniocaudal diameter ‒ in yellow, an auxiliary line 
for measuring craniocaudal diameter ‒ in white (б)

Линейные размеры печени, мм

Linear dimensions of the liver, mm 

Размер Пол Астеники Нормостеники Гиперстеники

Левая доля

ПЗР
Мужчины 72 [67,5; 79] 73 [69; 82] 90*,# [81; 97]
Женщины 61 [54; 66,5] 69* [66; 74] 79*,# [75; 84]

ТХД
Мужчины 22 [18; 25,5] 23 [19; 24] 24,5 [21; 26]
Женщины 21[18; 23] 22,5 [20; 25,5] 21 [19; 25]

ККР
Мужчины 99 [87,5; 104] 91 [82; 100] 83*,# [67; 90]
Женщины 87 [79; 102,5] 91,5 [77; 99] 81 [69; 94]

Правая доля

ПЗР
Мужчины 115 [110; 123,5] 117 [111; 123] 130*,# [120; 141]
Женщины 108 [102,5; 116] 114,5* [111; 122] 119* [115; 125]

КККР max
Мужчины 156 [147; 169] 157 [151; 164] 164 [153; 172]
Женщины 156 [143; 165] 159 [148; 166] 149 [146; 155]

ККР
Мужчины 151 [140,5; 168] 150 [140; 155] 152,5 [136; 162]
Женщины 147 [129,5; 153] 148 [140; 157] 137 [134; 149]

Примечание. Обозначены статистически значимые (p < 0,05) отличия от величин соответствующих показателей: * – 
астеников, # – нормостеников.

а б
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разница между астениками и нормостениками  
(p = 0,002). У мужчин-гиперстеников все три ис-
следуемых размера правой доли значимо боль-
ше, чем у женщин соответствующего типа (для 
ПЗР p = 0,008, для КККР max p = 0,003, для ККР 
p = 0,016).

Е.В. Чаплыгина и соавт. указывают, что для 
оценки состояния органов гепатобилиарной си-
стемы должны учитываться пол и соматотип 
исследуемых [29]. Мы полностью разделяем 
эту точку зрения, однако для измерений линей-
ных размеров печени авторы использовали дру-
гую визуализационную методику (спиральную 
компьютерную томографию органов брюшной 
полости), и тип конституции определялся по 
методике, отличной от нашей (Л. Риса и Х. Ю. 
Айзенка, 1945). Несмотря на это, в наших рабо-
тах совпали следующие данные: ПЗР обеих долей 
наибольших значений достигали у лиц пикниче-
ского (гиперстенического) типа телосложения 
[30]. В то же время по ККР правой и левой долей 
результаты наших исследований разнятся, и во-
прос о воспроизводимости размеров печени, по-
лученных при УЗИ и компьютерной томографии, 
остается открытым [31, 32].

Данные по ПЗР правой доли совпали с ре-
зультатами работ H. Pietri et al. [14] и M. Boscaini 
et al. [33], в которых проводилось УЗИ, где у ги-
перстеников это также максимальный размер, а у 
астеников – минимальный. Однако авторы не изу- 
чали зависимость размеров печени от половой 
принадлежности. По ККР правой доли резуль-
таты наших исследований разнятся с данными 
[33], согласно которым у астеников (эктоморфов) 
ККР правой доли имеет наибольшие значения, у 
гиперстеников (эндоморфов) – наименьшие. Воз-
можно, это связано с меньшей выборкой (75 че-
ловек) и с тем, что исследуемые были разделены 
на три морфотипа по ультразвуковому строению 
печени, а не по антропометрическим параметрам. 
Отметим, что результаты работ [30] и [33] по ККР 
правой доли тоже не совпадают между собой.

Интересно, что в исследовании C. Niederau 
et al. [34], выборка в котором составила 1000 че-
ловек, получены сходные с нашими данные при 
УЗИ по ПЗР правой доли печени, однако иссле-
дуемые были разделены всего на две группы (с 
массой тела менее 50 кг и более 95 кг). В группе 
легковесных людей значения ПЗР правой доли 
были наименьшими, а в группе тяжеловесных 
людей – наибольшими. В некоторых работах 
утверждается, что именно ПЗР правой доли явля-
ется самым чувствительным и прогностическим 
размером, существенно изменяющимся у пациен-
тов с патологией печени [9, 35]. Кроме того, ранее 
показано, что ПЗР обеих долей имеет высокую 

внутри- и межисследовательскую воспроизводи-
мость при проведении УЗИ [36, 37].

Заключение
ПЗР обеих долей у мужчин-гиперстеников 

больше, чем у нормостеников, у женщин-нор-
мостеников больше, чем у астеников. При этом 
у гиперстеников, как у мужчин, так и у женщин, 
ПЗР обеих долей больше, чем у астеников. ККР 
левой доли – это размер, который у мужчин-ги-
перстеников значимо меньше, чем у астеников и 
нормостеников. Разница в линейных размерах в 
пользу мужчин наблюдается преимущественно 
у гиперстеников (ПЗР левой доли и ПЗР, ККР и 
КККР max правой доли); у мужчин-астеников 
ККР левой доли значимо больше, чем у женщин 
соответствующего типа. Для нормостеников зна-
чимых отличий в размерах печени по половой 
принадлежности не выявлено. Важно обращать 
внимание на ПЗР обеих долей, так как данные 
размеры оказались наиболее антропометрически 
и конституционально зависимыми. 
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Особенности ультраструктурной организации роговицы крыс 
после ультрафиолетового кросслинкинга 

М.М. Бикбов1, А.Р. Халимов1, Н.Е. Шевчук1, А.И. Лебедева2, Л.А.Мусина2,  
Л.И. Гилемзянова1, И.Д. Валишин1

1 Башкирский государственный медицинский университет Минздрава России,  
Уфимский НИИ глазных болезней 
450080, г. Уфа, ул. Пушкина, 90
2 Башкирский государственный медицинский университет Минздрава России,  
Всероссийский центр глазной и пластической хирургии
450075, г. Уфа, ул. Рихарда Зорге, 67/1

Резюме

Ультрафиолетовый (УФ) кросслинкинг (сшивание) роговицы – метод лечения прогрессирующих дегенераций 
роговой оболочки, в частности, кератоконуса. Данная технология предполагает воздействие на роговицу УФ-из-
лучения (370 нм) с фотосенсибилизатором (рибофлавин), которое индуцирует внутри- и межфибриллярные 
сшивки в волокнах коллагена. К настоящему времени остаются востребованными исследования, направленные 
на изучение фундаментальных аспектов этой технологии, в частности, изменений, происходящих в роговице 
на ультраструктурном уровне. Цель исследования – выявить особенности ультраструктурной организации 
роговицы крысы после стандартного УФ-кросслинкинга с рибофлавином и декстраном. Материал и методы. 
Эксперименты проведены на 10 крысах (20 глаз) в двух группах: 1-я – интактная (контроль), 2-я – опытная, 
где проведен стандартный с деэпителизацией УФ-кросслинкинг с раствором рибофлавина и декстрана. УФ-
облучение (3 мВт/см2, 10 мин) выполняли с помощью устройства «УФалинк» с длиной волны 370 нм. Срок 
наблюдения – 14 и 30 сут. Материал для гистологического и электронно-микроскопического исследования го-
товили по традиционной методике. Результаты. Установлено, что структура переднего эпителия роговицы 
после УФ-кросслинкинга была полностью восстановлена. Эпителиальные клетки базального слоя посредством 
полудесмосом прикреплялись к передней пограничной пластинке, наблюдаемой в виде однородной полосы 
средней оптической плотности. Определялись кератоциты, сохранившие свою целостность. Коллагеновые 
волокна стромальной пластинки компактно лежали ровными параллельными рядами, их внешний вид в 
целом не отличался от морфологический картины интактных животных, при этом отмечались участки 
стромы с признаками уплотненности. Эндотелий визуализировали в виде монослоя из светлых клеток 
с темными ядрами на десцеметовой мембране. На некоторых гистопрепаратах клетки заднего эпителия 
роговицы имели в цитоплазме признаки проявления слабых дистрофических изменений в виде вакуолизации 
отдельных митохондрий, возможно, являющихся следствием УФ-облучения роговой оболочки. Заключение. 
Гистологические и электронно-микроскопические исследования роговицы крысы после УФ-кросслинкинга 
показали отсутствие выраженных патологических изменений в структурах роговой оболочки глаза. Роговица 
опытных глаз крыс практически полностью восстановилась в течение месяца и имела участки с признаками 
уплотнения коллагеновой структуры. 

Ключевые слова: ультрафиолетовый кросслинкинг роговицы, морфологические исследования роговицы, 
ультраструктурный анализ роговицы.
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Abstract

Corneal crosslinking (CXL) is a method of treating progressive corneal degenerations, in particular, keratoconus. This 
technology involves exposing the cornea to UV radiation (370 nm) with a photosensitizing agent (riboflavin). CXL 
induces formation of intra and interfibrillary bonds in collagen fibers. The effectiveness of CXL has been confirmed by 
numerous clinical observations. However, research aimed at studying the fundamental aspects of this technology, in 
particular, changes occurring in the cornea at the ultrastructural level, remains in demand. Aim of the study was to identify 
features of the ultrastructural organization of the rat cornea after standard CXL with riboflavin and dextran. Material 
and methods. The trials were conducted on 10 rats (20 eyes) in 2 groups: 1st – intact (control), 2nd – experimental, 
where standard CXL with riboflavin and dextran solution was performed. UV irradiation (3 mW/cm2, 10 min) was 
performed using «UFalink» device (370 nm). The observation period – 14 and 30 days. The material for histological 
and electron microscopic examination was prepared using the traditional method. Results. The structure of the anterior 
corneal epithelium was completely restored after CXL. Keratocytes that had retained their integrity were identified. The 
collagen fibers of the stromal lamellae were compactly arranged in even, parallel rows and, in their overall appearance, 
did not differ from the morphological picture in intact animals; however, areas of the stroma with signs of increased 
density were noted. The endothelium was visualized as a monolayer of light cells with dark nuclei on the Descemet’s 
membrane. In some histology specimens, the cells of the corneal endothelium showed signs of mild dystrophic changes 
in the cytoplasm, such as vacuolation of individual mitochondria, possibly resulting from UV exposure to the cornea. 
Conclusions. Histological and electron microscopic examination of the rat cornea after CXL showed no pronounced 
pathological changes in the corneal structures. The rat corneas restored almost completely within one month and 
exhibited areas with signs of collagen structure densification. 

Key words: corneal crosslinking, morphological studies of the cornea, ultrastructural analysis of the cornea.
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Введение
Ультрафиолетовый (УФ) кросслинкинг (сши-

вание) роговичного коллагена – метод лечения 
прогрессирующих дегенераций роговой оболоч-
ки, в частности, кератоконуса [1, 2]. Данная тех-
нология предполагает воздействие на роговицу 
УФ-излучения длиной волны 370 нм с фотосен-
сибилизатором (рибофлавин), которое индуциру-
ет внутри- и межфибриллярные сшивки в волок-
нах коллагена за счет образующихся активных 
форм рибофлавина и кислорода [3]. В результате 

применения УФ-кросслинкинга приостанавлива-
ется прогрессирование эктатического процесса, 
стабилизируются опорные свойства роговицы и 
рефракционные показатели глаза [4].

В настоящее время при выполнении УФ-крос-
слинкинга в качестве фотосенсибилизатора ис-
пользуется, как правило, раствор, содержащий 
0,1 % рибофлавина с 20 % декстрана. В России для 
этих целей применяется отечественный препарат 
«Декстралинк». Окулярные инстилляции тако-
го раствора помимо фотосенсибилизирующего 
и фотопротекторного эффекта, опосредованного 
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рибофлавином, оказывают также противоотечное 
(обезвоживающее) действие на роговицу, вместе 
с тем сопровождающееся интраоперационным 
снижением толщины стромы [5]. Это обстоятель-
ство необходимо учитывать при выполнении про-
цедуры УФ-кросслинкинга у пациентов с истон-
ченной роговицей (толщиной менее 450 мкм).

Эффективность методики УФ-кросслинкин-
га [6–8], как и нежелательные последствия про-
цедуры [9], подтверждены многочисленными 
клиническими наблюдениями. Однако остаются 
востребованными исследования с использова-
нием современных методов, направленных на 
изучение фундаментальных аспектов этой уни-
кальной технологии, в частности, изменений, 
происходящих в роговице на ультраструктурном 
уровне [10]. Это позволит повысить эффектив-
ность процедуры и минимизировать последствия 
индуцированных кросслинкингом осложнений. 
Цель исследования – выявить особенности уль-
траструктурной организации роговицы крысы 
после стандартного УФ-кросслинкинга с рибо-
флавином и декстраном.

Материал и методы
Исследование выполнено на 10 крысах (20 

глаз) линии Вистар массой 280–320 г. Правые гла-
за животных были опытными (2-я группа), левые 
оставались интактными (1-я группа). На опытных 
глазах выполняли УФ-кросслинкинг роговицы 
с раствором фотосенсибилизатора «ДЕКСТРА-
ЛИНК» (0,1 % рибофлавина мононуклеотида, 
20 % декстрана 450–550 кДа). Модель стандарт-
ного УФ-кросслинкинга роговичного коллагена 
воспроизводили под общим наркозом (золетил/
ксилазин внутримышечно) и местной анестези-
ей (глазные капли «Инокаин»). Деэпителизацию 
выполняли микрохирургическим шпателем на 
участке роговицы диаметром 3 мм. Роговицу об-
лучали УФ-А с помощью прибора «УФалинк» 
(длина волны 370 нм, мощность излучения 3 мВт/
см2, продолжительность 10 минут). Параметры 
УФ-воздействия были применены исходя из тол-
щины роговицы крыс [11]. В послеоперационном 
периоде один раз в день в течение трех дней зака-
пывали левофлоксацин. 

Для проведения гистологического исследо-
вания на 14-е и 30-е сутки животных выводили 
из эксперимента передозировкой паров эфира. 
После энуклеации глазные яблоки помещали в 
10%-й нейтральный формалин, в последующем 
их разрезали посередине вдоль сагиттальной оси. 
Гистоматериал обезвоживали с помощью спир-
тов возрастающей концентрации, затем заливали 
в парафин по общепринятой методике. С исполь-

зованием микротома RM 2145 (Leica Biosystems 
GmbH, ФРГ) готовили гистологические срезы, 
окрашивание которых осуществляли гематокси-
лином и эозином или по ван Гизону.

Для электронномикроскопического исследо-
вания кусочки тканей фиксировали в 2,5%-м  глю-
таральдегиде, приготовленном на какодилатном 
буфере (рН 7,2–7,4) с дофиксацией 1%-м раство-
ром тетроксида осмия. Обезвоженный материал 
заливали в эпон-812 по общепринятой методике. 
Полутонкие срезы (1 мкм) окрашивали толуиди-
новым синим. На срезах выбирали участки для 
электронно-микроскопического исследования. 
Полутонкие и ультратонкие срезы готовили на 
ультратоме ЕМ UС7 (Leica Biosystems GmbH). 
Ультратонкие срезы контрастировали 2%-м рас-
твором ацетата уранила, цитратом свинца по Рей-
нольдсу и изучали под трансмиссионным микро-
скопом JEM-1011 (Jeol, Япония) при ускоряющем 
напряжении 80 кВ.

Результаты и их обсуждение
Гистологически передний эпителий роговицы 

интактных крыс состоял из базального, шипова-
того и поверхностного слоев, клетки которых 
плотно прилегали друг к другу Под корнеальным 
эпителием визуализировали роговичные пла-
стинки, расположенные параллельно. Послед-
ние состояли из коллагеновых волокон, между 
которыми определяли кератоциты с характерной 
вытянутой формой. На внутренней стороне стро-
мы идентифицировалась десцеметова оболочка в 
виде сплошной ленты, за которой располагался 
однослойный ряд эндотелиальных клеток с тем-
ными ядрами. 

Ультраструктурный анализ роговой оболочки 
интактной крысы показал следующее. Роговицу 
покрывал многослойный неороговевающий эпи-
телий, включающий базальный, промежуточный 
и поверхностный слой (рис. 1, б). Базальный слой 
представлял собой клетки полигональной формы, 
к которому прилегали поверхностные уплощен-
ные эпителиоциты. Призматические эпителиаль-
ные клетки базального слоя крепились к базаль-
ной мембране посредством полудесмосомных, 
а между собой – за счет боковых десмосомных 
соединений. 

В цитоплазме клеток эпителия находили все 
клеточные органеллы: значительное количество 
рибосом и полирибосом, мелкие митохондрии, 
гранулы гликогена, а также множество тонких 
микрофиламентов (рис. 1, в). Под эпителием 
четко визуализировалась передняя пограничная 
пластинка (боуменова оболочка) в виде гомо-
генной полосы из беспорядочно расположенных 
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Рис. 1.  Роговица интактной крысы: гистологический препарат (окраска гематоксилином и эозином, увел. × 100) 
(а); ультраструктура переднего эпителия (электронная микрофотография, увел. × 2000) (б); ультра-
структура фрагмента базальной клетки переднего эпителия в области боуменовой мембраны (элек-
тронная микрофотография, увел. × 8000) (в); ультраструктура стромальной основы (электронная 
микрофотография, увел. × 4000) (г); ультраструктура стромы (Я – ядро кератоцита, ГЭР – каналы 
гранулярного эндоплазматического ретикулума, М – митохондрии, Ф – фибриллы роговичных пласти-
нок) (электронная микрофотография, увел. × 8000) (д); ультраструктура заднего эпителия (Я – ядро 
эндотелиальной клетки, Ц – цитоплазма эндотелиальной клетки, Д – десцеметова мембрана) (элек-
тронная микрофотография, увел. × 4000) (е) 

Fig. 1.  Cornea of the intact rat: histological specimen (hematoxylin and eosin staining, magn. × 100) (а); ultrastructure 
of the anterior epithelium (electron micrograph, magn. × 2000) (б); ultrastructure of a basal cell fragment of 
the anterior epithelium in the region of the Bowman's membrane (electron micrograph, magn. × 8000) (в); 
ultrastructure of the corneal stromal base (electron micrograph, magn. × 4000) (г); ultrastructure of the corneal 
stroma (Я – the keratocyte nucleus, ГЭР – channels of the granular endoplasmic reticulum, M – mitochondria, 
Ф – fibrils of the corneal lamellae (electron micrograph, magn. × 8000) (д); ultrastructure of the posterior 
epithelium of the cornea (Я – nucleus of the endothelial cell, Ц – cytoplasm of the endothelial cell, Д – the 
Descemet’s membrane (electron micrograph, magn. × 4000) (е)
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фибрилл коллагена, погруженных в основное ве-
щество. Под мембраной Боумена определяли соб-
ственное вещество роговицы ‒ строму, представ-
ляющую собой последовательно расположенные, 
плотно прилежащие роговичные пластинки (рис. 
1, г), которые состояли из параллельных пучков 
коллагеновых фибрилл. В строме располагались 
кератоциты веретенообразной формы с темны-
ми ядрами. В отдельных клетках хорошо визуа-
лизировались клеточные органеллы (рис. 1, д). 
Цитоплазма кератоцитов содержала вытянутые 
канальца гранулярного эндоплазматического ре-
тикулума со связанными гранулами рибосом, а 
также множество гранул свободных рибосом и 
полирибосом, светлые овальные небольшие ми-
тохондрии.

Заднюю поверхность стромальной основы ро-
говицы интактной крысы ограничивала бесструк-
турная задняя пограничная пластинка (десцеме-
това мембрана), выстланная однорядным слоем 
гексагональных эндотелиальных клеток вытяну-
той формы (рис. 1, е). Ядра эндотелиоцитов были 
оптически темные, а по форме – продолговатые 
с неровными краями. В свою очередь цитоплаз-
ма включала характерные клеточные органеллы: 
мелкие округлые митохондрии со светлым ми-
тохондриальным матриксом, единичные каналы 
гранулярного эндоплазматического ретикулума и 
многочисленные везикулы разных размеров. 

Необходимо отметить, что в опытной группе 
животных нами применен стандартный протокол 
УФ-кросслинкинга, который включал механиче-
ское удаление эпителия роговицы крысы диаме-
тром около 3 мм. В последующем полное восста-
новление эпителия роговицы животных (крысы, 
кролики) происходит, как правило, на 2-4-е сутки. 
В ходе выполнения УФ-кросслинкинга роговицы 
с раствором «ДЕКСТРАЛИНК» на правых глазах 
крыс интраоперационные осложнения отсутство-
вали. В последующем при биомикроскопии (на 
7-е, 14-е сутки) послеоперационных расстройств, 
в том числе воспалительного характера, не на-
блюдали. 

Анализ структуры роговой оболочки крыс 
во 2-й группе показал следующее. На 14-е сутки 
не выявлено патологических изменений в виде 
набухания или деструкции стромы, признаков 
повреждения эпителия (рис. 2, а). Возможно, от-
сутствие отека стромы в послеоперационном пе-
риоде связано с восстановлением коллагеновой 
структуры к сроку наблюдения 14 суток. Кроме 
того, нельзя исключить, что это является резуль-
татом противоотечного (обезвоживающего) эф-
фекта раствора рибофлавина с декстраном, при-
меняемого для проведения УФ-кросслинкинга 
роговицы. 

Общая структура и направленность пучков 
коллагеновых волокон в стромальной пластинке 
по своему внешнему виду не отличались от мор-
фологической картины интактных животных. В 
волокнах коллагена определялись веретеновид-
ные очертания клеток – кератоцитов. Структура 
переднего эпителия роговицы полностью восста-
новлена. Передний плоский неороговевающий 
эпителий в виде нескольких слоев плотно лежал 
на боуменовой оболочке, а эндотелий в виде мо-
нослоя из светлых клеток с темными ядрами вы-
являлся на задней десцеметовой мембране.

На ультраструктурном уровне передний эпи-
телий крыс на 14-е сутки после УФ-кросслин-
кинга имел строение, характерное для нормы, 
дифференцировались все слои клеток. Эпите-
лиальные клетки базального слоя при помощи 
полудесмосом прикреплялись к передней погра-
ничной пластинке (рис. 2, б), которая состояла 
из плотной однородной полосы средней оптиче-
ской плотности. Базальные клетки кроме круп-
ных темных ядер содержали в цитоплазме все 
характерные органеллы – округлые небольшие 
митохондрии, множество свободных рибосом 
и полирибосом, характерные пучки тонких ми-
крофибрилл. Базальные клетки соединялись при 
помощи десмосомных и многочисленных витие-
ватых соединений (рис. 2, в). Над базальным кле-
точным слоем переднего эпителия располагались 
2-3 ряда шиповатых клеток, которые имели обыч-
ную структуру. Поверхность эпителия выстилали 
несколько слоев уплощенных клеток (рис. 2, г). 
Признаков структурных изменений клеток шипо-
ватого и поверхностного слоев не обнаруживали. 

Определяли корнеальные пластинки основно-
го вещества, располагающиеся ровными рядами, 
в которых были плотно уложены пучки коллаге-
новых фибрилл (рис. 2, д). Между пучками кол-
лагеновых волокон стромы отчетливо визуализи-
ровались кератоциты, имеющие веретеновидную 
форму и характерную ультраструктуру (рис. 2, е). 
Цитоплазма кератоцитов включала вытянутые ка-
налы гранулярного эндоплазматического ретику-
лума с рибосомами на их мембранах. Кроме это-
гов цитоплазме определяли свободные рибосомы, 
полисомы, округлые или овальные митохондрии. 
На некоторых участках стромы в поле зрения на-
блюдали по нескольку кератоцитов (рис. 2, ж). 
Последние при этом демонстрировали признаки 
повышенной функциональной активности в виде 
значительного количества несколько расширен-
ных каналов гранулярного эндоплазматического 
ретикулума и большого количества свободных 
рибосом. Пока не ясно, можно ли считать это 
следствием проведенной процедуры УФ-кросс-
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Рис. 2.  Роговица крысы на 14-е сутки после УФ-кросслинкинга с деэпителизацией и инстилляциями 0,1%-го рас-
твора рибофлавина с 20 % декстрана: гистологический препарат (окраска гематоксилином и эозином, 
увел. × 100) (а); сохранность ультраструктуры клеток базального слоя переднего эпителия (электрон-
ная микрофотография, увел. × 8000) (б); пальцеобразные соединения клеток базального слоя переднего 
эпителия (электронная микрофотография, увел. × 10000) (в); уплощенные поверхностные клетки пе-
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реднего эпителия роговицы (электронная микрофотография, увел. × 8000) (г); плотная упаковка па-
раллельно лежащих стромальных роговичных пластинок (электронная микрофотография, увел. × 5000) 
(д); кератоцит между роговичными пластинками (электронная микрофотография, увел. × 5000) 
(е); кератоциты и их отростки между роговичными пластинками (электронная микрофотография, 
увел. × 8000) (ж); клетки заднего эпителия на десцеметовой мембране (электронная микрофотогра-
фия, увел. × 6000) (з)

Fig. 2.  Cornea of the rat on day 14 after epi-off CXL with instillations of 0.1 % riboflavin with 20 % dextran: histological 
specimen of the cornea (hematoxylin and eosin staining, magn. × 100) (а); integrity of the ultrastructure in the 
basal layer cells of the anterior epithelium (electron micrograph, magn. × 8000) (б); finger-like interdigitations 
of the basal layer cells of the anterior epithelium (electron micrograph, magn. × 10000) (в); flattened superficial 
cells of the corneal anterior epithelium (electron micrograph, magn. × 8000) (г); dense packing of parallel 
stromal corneal lamellae (electron micrograph, magn. × 5000) (д); keratocytes located between the corneal 
lamellae (electron micrograph, magn. × 5000) (е); keratocytes and their processes between the corneal lamellae 
(electron micrograph, magn. × 8000) (ж); cells of the posterior epithelium on the Descemet’s membrane 
(electron micrograph, magn. × 6000) (з)

линкинга, для этого необходимы дополнительные 
исследования.

К задней поверхности соединительнотканной 
стромы прилегала десцеметова мембрана в виде 
однородной полоски ткани. С противоположной 
стороны десцеметову оболочку выстилал одно-
рядный слой эндотелиальных клеток (рис. 2, з). 
Эндотелиоциты были незначительно вытянуты, 
содержали продолговатые крупные ядра и свет-
лую цитоплазму. При этом в цитоплазме боль-
шого количества эндотелиальных клеток отме-
чали признаки незначительных дистрофических 
изменений в виде вакуолизации единичных ми-
тохондрий, возможно, являющихся следствием 
УФ-облучения роговой оболочки в процессе вы-
полнения кросслинкинга. 

В последующем на 30-е сутки после УФ 
кросслинкинга на гистологических препаратах 
роговой оболочки глаза крыс 2-й группы пато-
морфологических признаков в виде набухания 
коллагеновых волокон стромы не обнаруживали 
(рис. 3, а). Общая структура и направленность 
пучков коллагеновых волокон в строме сохра-
нялись. Очертания кератоцитов стромы хорошо 
просматривались между параллельно лежащими 
роговичными пластинками. Структура передне-
го эпителия и эндотелия роговицы сохранялась. 
Передний эпителий детально визуализировался 
и располагался на слое Боумена, а задний одно- 
слойный эпителий прилегал к хорошо очер-
ченной десцеметовой мембране. Электрон-
но-микроскопически передний многослойный 
неороговевающий эпителий имел строение, соот-
ветствующее норме, определялись все клеточные 
слои. Контакт клеток базального слоя эпителия 
с боуменовой мембраной осуществлялся по-
средством полудесмоса. Передняя пограничная 
мембрана состояла из плотной однородной по-
лосы средней оптической плотности. Базальные 
клетки кроме крупных темных ядер содержали в 
цитоплазме округлые митохондрии, множество 

свободных рибосом и полирибосом, характерные 
пучки тонких микрофибрилл (рис. 3, б). Перечис-
ленные органеллы придавали цитоплазме темный 
вид. Базальные клетки соединялись между собой 
при помощи плотных десмосом и многочислен-
ных пальцеобразных соединений. В следующем 
слое плотно лежали 2–3 слоя шиповатых клеток 
с типичной для них структурой, а поверхность 
роговицы покрывали несколько слоев сильно 
уплощенных поверхностных клеток (рис. 3, в). 
Признаков структурных изменений клеток шипо-
ватого и поверхностного слоев не наблюдали.

Коллагеновые пластинки стромы лежали ров-
ными рядами, имели признаки уплотненности, 
при этом сохранялась равномерность упаковки 
фибрилл в пучках (рис. 3, г), между которыми 
визуализировали кератоциты с обычной для них 
ультраструктурой. На внутренней кариолемме 
ядер кератоцитов располагались фрагменты ге-
терохроматина. В цитоплазме клеток наблюдали 
каналы эндоплазматического ретикулума с ри-
босомами и полисомами на мембранах, а также 
свободные рибосомы и небольшие округлые ми-
тохондрии. На некоторых участках стромы кера-
тоцитов в поле зрения было по нескольку, во мно-
гих из них определялись признаки повышенной 
функциональной активности в виде присутствия 
большого количества расширенных каналов гра-
нулярного эндоплазматического ретикулума и 
большого количества свободных рибосом в цито-
золе вокруг них.

Десцеметова мембрана граничила с задней 
поверхностью соединительнотканной корнеаль-
ной стромы в виде однородной полоски, к кото-
рой прилегал слой эндотелиальных клеток (рис. 
3, д). Обнаруживались единичные клетки заднего 
эпителия роговицы, которые неплотно располага-
лись на десцеметовой мембране или даже были 
оторваны от нее. Большинство клеток сохраняло 
свою целостность, имело светлую цитоплазму и 
округлые крупные ядра (рис. 3, е). В цитоплазме 
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Рис. 3.  Роговица крысы на 30-е сутки после УФ-кросслинкинга с деэпителизацией и инстилляциями 0,1%-го 
раствора рибофлавина с 20 % декстрана: гистологический препарат (окраска гематоксилином и эози-
ном, увел. × 100) (а); сохранность ультраструктуры клеток базального слоя переднего эпителия (элек-
тронная микрофотография, увел. × 8000) (б); уплощенные поверхностные клетки переднего эпителия 
роговицы (электронная микрофотография, увел. × 8000) (в); плотная упаковка параллельно лежащих 
стромальных роговичных пластинок и кератоциты между ними (электронная микрофотография, 
увел. × 6000) (г); клетки заднего эпителия на десцеметовой мембране (электронная микрофотогра-
фия, увел. × 8000) (д); ультраструктура клетки заднего эпителия (электронная микрофотография, 
увел. × 6000) (е)

Fig. 3.  Cornea of the rat on day 30 after epi-off CXL and instillations of 0.1 % riboflavin with 20 % dextran: histological 
specimen of the cornea (hematoxylin and eosin staining, magn. × 100) (а); integrity of the ultrastructure in the 
basal layer cells of the anterior epithelium (electron micrograph, magn. × 8000) (б); flattened superficial cells 
of the corneal anterior epithelium (electron micrograph, magn. × 8000) (в); dense packing of parallel stromal 
corneal lamellae and keratocytes between them (electron micrograph, magn. × 6000) (г); cells of the posterior 
epithelium on the Descemet’s membrane (electron micrograph, magn. × 8000) (д); ultrastructure of a posterior 
epithelial cell (electron micrograph, magn. × 6000) (е);
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некоторых эндотелиоцитов отмечали слабо выра-
женные признаки дистрофических изменений в 
виде просветления отдельных участков.

Таким образом, после УФ-кросслинкинга 
роговицы экспериментальных животных на ги-
стологических препаратах каких-либо значимых 
патологических изменений в виде набухания, 
деструкции стромы или эпителия не обнаруже-
но. Общая структура и направленность пучков 
коллагеновых волокон, кератоцитов в стромаль-
ной пластинке сохранялись. Структура передне-
го эпителия после проведенной деэпителизации 
была полностью восстановлена. Ультраструк-
турная организация большинства слоев рогови-
цы соответствовала норме. Однако следует от-
метить, что состояние клеток заднего эпителия 
разнилось. При этом подавляющее большинство 
клеток сохраняли нормальную структуру, в ряде 
гистопрепаратов определялись единичные эндо-
телиоциты, которые неплотно прилегали к дес-
цеметовой мембране или имели слабые признаки 
дистрофических изменений в виде просветления 
отдельных участков цитоплазмы. Возможно, дан-
ное обстоятельство обусловлено воздействием на 
эндотелиальные клетки цитотоксической дозы 
УФ-излучения ввиду небольшой толщины деэпи-
телизированной роговицы крысы.

Заключение 
Гистологические и электронно-микроско-

пические исследования роговицы крысы, про-
веденные на 14-е и 30-е сутки после УФ-крос-
слинкинга, показали отсутствие выраженных 
патологических изменений в структурах роговой 
оболочки. УФ-кросслинкинг, который включает 
деэпителизацию роговицы и ее УФ-А облучение 
(370 нм, 3 мВт/см2, 10 минут) в присутствии рас-
твора фотосенсибилизатора «ДЕКСТРАЛИНК» 
(0,1%-й раствор рибофлавина и 20 % декстрана), 
в целом можно характеризовать как эффективный 
и безопасный метод укрепления структуры рого-
вой оболочки. Роговица глаз крысы практически 
полностью восстановилась в течение месяца и 
имела более уплотненную структуру. Следует от-
метить необходимость проведения дальнейших 
электронно-микроскопических исследований 
воздействия УФ-кросслинкинга на роговую обо-
лочку с использованием экспериментальных жи-
вотных, в частности, кроликов, чья корнеальная 
толщина сопоставима с линейными параметрами 
роговицы человека.
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Влияние темозоломида на содержание хондроитинсульфата 
в слоях неокортекса мышей SCID при моделировании 
глиобластомы
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Резюме

Целью исследования являлось изучение содержания хондроитинсульфата (ХС) в нейронах и внеклеточном ма-
триксе различных слоев неокортекса мышей линии SCID под влиянием темозоломида (ТМЗ) и при моделиро-
вании роста глиальной опухоли. Материал и методы. В работе использованы самцы мышей линии SCID (n = 
= 24) в возрасте 10 недель массой 20–25 г. ТМЗ в дозе 30 мг/кг в объеме 240 мкл вводили внутрижелудочно в 
течение трех циклов по 5 дней подряд. Для получения экспериментальных опухолей мышам ортотопически 
вводили суспензии клеток глиобластомы U87 в подкорковые структуры головного мозга. Содержание ХС в ко-
ронарных срезах головного мозга изучали иммуногистохимическим методом, результаты реакции оценивали по 
балльной системе. Результаты. Введение ТМЗ у мышей без опухоли приводило к уменьшению содержания ХС 
в клетках молекулярного, наружного зернистого, пирамидного и внутреннего зернистого слоев и уменьшению 
содержания ХС во внеклеточном матриксе молекулярного и наружного зернистого слоя (р < 0,05). В отсутствие 
ТМЗ привитая глиальная опухоль не влияла на содержание ХС в клетках и внеклеточном матриксе неокортекса. 
Прием ТМЗ мышами с опухолью, напротив, сопровождался уменьшением содержания ХС в клетках как на-
ружного зернистого, так и пирамидного слоев неокортекса, тогда как во внеклеточном матриксе оно снижалось 
лишь в наружном зернистом слое. Заключение. ТМЗ уменьшает содержание ХС в коре головного мозга экспе-
риментальных животных независимо от наличия или отсутствия привитой глиальной опухоли, однако степень 
выраженности регистрируемых изменений выше в интактном мозге и варьирует в зависимости от слоя неокор-
текса. Поскольку ТМЗ влияет на изучаемый параметр в слоях, которые играют ключевую роль в осуществлении 
когнитивных функций, одной из причин нарушения этих функций у нейроонкологических пациентов может 
быть длительный прием ТМЗ и гетерогенная степень воздействия препарата на тот или иной клеточный слой 
неокортекса.

Ключевые слова: темозоломид, хондроитинсульфат, кора больших полушарий, глиобластома, иммуноги-
стохимия.
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Abstract

The aim of the study was to investigate the content of chondroitin sulfate (CS) in neurons and the extracellular matrix 
of different layers of the neocortex of SCID mice treated with temozolomide (TMZ) and in modeling the growth of 
glial tumor. Material and methods. The work was carried out on male SCID mice (n = 24) aged 10 weeks weighing 
20–25 g. TMZ at a dosage of 30 mg/kg in a volume of 240 μl was administered intragastrically for 3 cycles of 5 days 
in a row. To obtain experimental tumors, mice were orthotopically injected with suspensions of U87 glioblastoma 
cells into the subcortical structures of the brain. The content of CS in coronary sections of the brain was studied by 
the immunohistochemical method, the results of the reaction were assessed using a score system. Results. TMZ 
administration to intact mice resulted in a decrease in the CS content in the cells of the molecular, external granular, 
pyramidal, and internal granular layers and a decrease in the CS content in the extracellular matrix of the molecular and 
external granular layers (p < 0.05). In the absence of TMZ, the grafted glial tumor did not affect the CS content in the 
cells and extracellular matrix of the neocortex. In contrast, TMZ administration to mice with tumor was accompanied 
by a decrease in the CS content in the cells of both the external granular and pyramidal layers of the neocortex, whereas 
in the extracellular matrix it decreased only in the external granular layer. Conclusions. TMZ reduces the CS content in 
the cerebral cortex of experimental animals regardless of the presence or absence of a grafted glial tumor, but the degree 
of expression of the recorded changes is higher in the intact brain and varies depending on the layer of the neocortex. 
Since TMZ affects the studied parameter in the layers that play a key role in the implementation of cognitive functions, 
one of the reasons for the impairment of these functions in neuro-oncological patients may be long-term use of TMZ and 
the heterogeneous degree of the drug’s effect on a particular cellular layer of the neocortex.

Key words: temozolomide, chondroitin sulfate, cerebral cortex, glioblastoma, immunohistochemistry
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Введение
Темозоломид (ТМЗ) – противоопухолевый ал-

килирующий препарат, являющийся важнейшей 
составляющей комплексного лечения пациентов 
со злокачественными опухолями головного моз-
га. Стандартом лечения злокачественных глиом 
считается лучевая терапия на фоне радиомоди-
фикации ТМЗ (75 мг/м2/сут внутрь с 1-го по 40-й 
день лучевой терапии) с последующими 6 ци-
клами ТМЗ в адъювантном режиме (150-200 мг/
м2/сут внутрь с 1–5-го дня каждые 28 дней) [1]. 
В настоящее время комбинация ТМЗ и лучевой 
терапии позволила значительно улучшить вы-
живаемость нейроонкологических пациентов по 
сравнению с лучевой терапией в монорежиме [2]. 
Вместе с тем, в отличие от лучевой терапии, кото-
рая на современном этапе выполняется в режиме 
конформной стереотаксической лучевой терапии 
на ложе удаленного новообразования и зону суб-
клинического распространения [3], ТМЗ являет-
ся системным препаратом и способен оказывать 
влияние на нормальную нервную ткань. След-
ствием этого может быть неврологический дефи-
цит, нарушение когнитивных функций головного 
мозга [4], обеспечение сохранности которых у 
пациентов, в особенности лиц трудоспособного 
возраста, перенесших нейрохирургические вме-
шательства и химиолучевую терапию, не менее 
актуально, чем увеличение показателей общей 
выживаемости.

Одним из основных компонентов внеклеточ-
ного матрикса нервной ткани является хондрои-
тинсульфат (ХС), с изменениями количества ко-
торого в головном мозге пациентов могут быть 
связаны когнитивные нарушения [5, 6]. ХС при-
надлежит к наиболее важным составляющим 
перинейрональных сетей – специализированных 
внеклеточных структур, которые окружают под-
множества нейронов в ЦНС и чьи модуляции 
могут изменять синаптическую пластичность, 
воздействуя тем самым на память и когнитивное 
обучение [7]. Влияние ТМЗ на содержание гли-
козилированных молекул изучалось и ранее, в 
том числе и в неокортексе [8]. Однако отдельно 
в различных его слоях, образованных функцио-
нально специализированными нейронами и их 
микроокружением, изменения содержания ХС не 
анализировали.

Цель исследования – изучение содержания 
ХС в различных слоях неокортекса мышей линии 
SCID под влиянием ТМЗ и при моделировании 
роста глиальной опухоли.

Материал и методы
Для изучения влияния ТМЗ на содержание 

ХС в различных слоях коры головного мозга 
использовали мышей самцов линии SCID (n = 
24) в возрасте 10 недель массой 20–25 г (ЦКП 
«SPF-виварий» Института цитологии и генети-
ки СО РАН, Новосибирск). ТМЗ (МСД Фарма-
сьютикалс, США) в дозировке 30 мг/кг в объеме 
240 мкл внутрижелудочно вводили 13 мышам по 
следующей схеме: три цикла по 5 дней подряд с 
9-дневным перерывом между циклами. На 35-й 
день после начала введения препарата шесть жи-
вотных выводили из эксперимента. Оставшимся 
семи мышам на 40-й день после начала экспери-
мента ортотопически вводили 5 мкл суспензии 
клеток глиобластомы U87 (500 тысяч клеток). 
Пяти мышам опухоль инокулировали также на 
40-й день, но после трех циклов внутрижелудоч-
ного введения воды в объеме 240 мкл. Животных 
с опухолью выводили из эксперимента после па-
дения массы тела более чем на 20 %. Контроль-
ную группу формировали интактные мыши  
(n = 6). Хирургические манипуляции выполняли 
в условиях ингаляционного наркоза, содержаще-
го 1,5 % изофлурана. Клетки вводили в подкорко-
вые структуры головного мозга через отверстие 
в черепной коробке животного в районе bregma 
диаметром 3–4 мм [9]. 

После выведения из эксперимента у всех жи-
вотных извлекали головной мозг, одно полуша-
рие которого помещали в 10%-й нейтральный 
забуференный формалин, инкубировали 24 ч при 
комнатной температуре и использовали для при-
готовления парафиновых блоков. Коронарные 
срезы получали приблизительно на одном рассто-
янии (5 ± 0,5 мм) от bregma.

Эксперименты выполнены с соблюдением 
принципов гуманности в соответствии с дирек-
тивой Европейского сообщества (86/609/ЕЕС). 
Мышей подвергали эвтаназии методом церви-
кальной дислокации согласно руководству по 
гуманному обращению с животными (National 
Research Council Committee for the Update of the 
Guide for the Care and Use of Laboratory, 2011). 
Работа одобрена комитетом по биомедицинской 
этике ФИЦ фундаментальной и трансляционной 
медицины (протокол № 6/2017 от 23.07.2017). 

Для оценки содержания ХС на срезах прово-
дили непрямую иммунопероксидазную реакцию 
с моноклональными антителами против ХС-ан-
тигена (CS-56, C-8035, Sigma-Aldrich, США) в 
разведении 1:100. Для визуализации продуктов 
реакции применяли систему детекции (ab64264, 
Abcam, США). Демаскировку антигенов выпол-
няли с помощью буфера с pH 6 (Dewax and HIER 
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Buffer Н, Thermo Fisher Scientific, США). Срезы 
изучали при помощи микроскопа AxioScopeA1 
(Carl Zeiss, ФРГ) при увеличении до 400 раз.

Для анализа содержания ХС в различных сло-
ях неокортекса находили борозду между двумя 
извилинами с мягкой мозговой оболочкой и со-
гласно морфологическим характеристикам кле-
ток идентифицировали 5 слоев: молекулярный 
слой, наружный зернистый, пирамидный, вну-
тренний зернистый и ганглионарный. На каждом 
препарате анализировали не менее 5 неперекры-
вающихся полей зрения площадью 5000 мкм2. 
Степень выраженности иммуногистохимической 
реакции оценивали согласно следующей системе. 
В каждом образце рассчитывали распространен-
ность сигнала в процентах и его интенсивность в 
баллах (от 1 до 3): 3 балла – высокое содержание, 
2 балла – умеренное содержание, 1 балл – низкое 
содержание, 0 баллов – сигнал отсутствует. Для 
расчета интегрального показателя (ИП) содержа-
ния ХС величину распространенности сигнала 
умножали на 3 балла, 2 балла и 1 балл соответ-
ственно, затем значения, полученные для каждо-
го образца, суммировали [10].

Статистический анализ полученных данных 
проводили с использованием программного обе-
спечения OriginPro 8.5 (OriginLab, США). Про-
верку соответствия выборок закону нормального 
распределения оценивали с помощью критерия 
Колмогорова – Смирнова, переменные представ-
лены в виде среднего арифметического и ошибки 
среднего (M ± m). Статистическую значимость 
различий определяли с использованием одно-
факторного дисперсионного анализа ANOVA с 
поправкой Бонферрони. Различия считали стати-
стически значимыми при р < 0,05.

Результаты и их обсуждение
Прием ТМЗ у мышей без опухоли сопрово-

ждался уменьшением содержания ХС в клетках 
молекулярного, наружного зернистого, пирамид-
ного и внутреннего зернистого слоев неокортекса 
и во внеклеточном матриксе молекулярного и на-
ружного зернистого слоев (рис. 1, а). 

Наиболее выраженное снижение содержания 
ХС, на 71 % (р < 0,05), выявлялось в клетках и ма-
триксе самого наружного ‒ молекулярного слоя, в 
целом бедного нейронами, с располагающимися 
в нем дендритами всех нижележащих областей. 
Это свидетельствует о заметном влиянии TMЗ 
на нейроны, которые являются регулирующими, 
контролируют возбудимость, синхронизацию и 
пластичность основных нейронов коры, настра-
ивая тем самым обработку информации корой 
больших полушарий [11, 12]. В наружном зерни-
стом слое, состоящем из мелких ассоциативных 

нейронов округлой, угловатой или пирамидной 
формы, способных участвовать в поддержании 
кратковременной памяти, воздействие TMЗ со-
провождалось статистически значимым сниже-
нием содержания ХС как в клетках (на 61 %), так 
и во внеклеточном матриксе – на 64 % (рис. 1, б). 

В клетках самого широкого пирамидного (рис. 
1, в) и внутреннего зернистого слоя с мелкими 
вставочными нейронами звездчатой формы сни-
жение содержания ХС составляло 60 и 56 % со-
ответственно (р < 0,05), тогда как в матриксе этих 
слоев статистически значимой динамики ХС не 
выявлялось. Известно, что нейроны пирамидного 
слоя играют ключевую роль в обработке и переда-
че информации, обеспечивая связь между различ-
ными областями коры и подкорковыми структу-
рами, что критично для интеграции информации 
из сенсорных, когнитивных и моторных обла-
стей. Также имеются сведения, что воздействие 
ТМЗ на крыс приводит к снижению двигательной 
активности [13], что может быть связано с нару-
шением работы нейронов пирамидного слоя. Из-
менения содержания ХС, зарегистрированные в 
нейронах внутреннего зернистого слоя на фоне 
приема TMЗ, предположительно могут оказывать 
влияние на обработку сенсорной информации и 
ее первичную интеграцию, т. е. процессы, в ко-
торых клеточный компонент этого слоя играет 
ключевую роль. В ганглионарном слое с гигант-
скими пирамидными клетками ни в нейронах, ни 
во внеклеточном матриксе содержание ХС не из-
менялось. 

Таким образом, у интактных мышей SCID 
динамика содержания ХС в клетках и в внекле-
точном матриксе различных слоев неокортекса 
под действием TMЗ имеет ряд особенностей. 
Внеклеточный матрикс в большинстве слоев, 
по-видимому, является более устойчивым к воз-
действию TMЗ по сравнению с нейронами, так 
как статистически значимое снижение уровня ХС 
регистрируется лишь в молекулярном и наруж-
ном зернистом слое. Клетки в целом демонстри-
руют относительно высокую чувствительность к 
препарату, но степень изменений содержания ХС 
отличается в нейронах различных слоев неокор-
текса: наиболее выраженно оно уменьшается в 
клетках молекулярного слоя, прилежащего в мо-
лодой коре непосредственно к оболочкам, тогда 
как в нейронах внутреннего зернистого слоя – 
значительно меньше, а в клетках ганглионарного 
слоя не изменяется. Учитывая это, можно пред-
положить, что устойчивость к воздействию ТМЗ 
возрастает в клетках тех слоев, которые распола-
гаются ближе к структурам старой коры. 

У мышей с привитой опухолью, не полу-
чавших TMЗ, группу которых изучали с целью 
вычленения влияния на содержание ХС соб-
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Рис. 1.  Влияние ТМЗ на содержание ХС в клетках (а) и внеклеточном матриксе (б) молекулярного (мол.), наруж-
ного зернистого (нар. зерн.), пирамидного (пир.) (в), внутреннего зернистого (вн. зерн.), ганглиозного 
(гангл.) (г) слоев неокортекса мышей SCID; * – различия статистически значимы при р < 0,05. Непря-
мой двухшаговый иммуногистохимический метод; докраска ядер гематоксилином; увеличение 400× (в, 
г)

Fig. 1.  Effect of TMZ on CS content in cells (а) and extracellular matrix (б) of different layers of the molecular (мол.), 
external granular (нар. зерн.), pyramidal (пир.) (в), internal granular (вн. зерн.), ganglionic (гангл.) (г) layers 
of neocortex of SCID mice; * – p < 0.05. Indirect two-step immunohistochemistry; nuclei counterstained with 
hematoxylin; magnification 400× (в, г)

Рис.2.  Влияние привитой глиобластомы U87 на содержание ХС в клетках (а) и внеклеточном матриксе (б) мо-
лекулярного (мол.), наружного зернистого (нар. зерн.), пирамидного (пир.), внутреннего зернистого (вн. 
зерн.), ганглиозного (гангл.) слоев неокортекса мышей SCID

Fig. 2.  The effect of orthotopically xenotransplanted U87 glioblastoma on the CS content in cells (A) and extracellular 
matrix (B) of molecular (мол.), external granular (нар. зерн.), pyramidal (пир.) internal granular (вн. зерн.), 
ganglionic (гангл.) layers of the neocortex of SCID mice
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ственно процесса формирования глиомы высокой 
степени злокачественности, не выявлено стати-
стически значимой динамики ХС ни в клетках 
слоев неокортекса, ни во внеклеточном матриксе 
(рис. 2). В группе мышей с глиальной опухолью 
прием ТМЗ сопровождался уменьшением содер-
жания ХС в клетках наружного зернистого и пи-
рамидного слоев (на 34 и 39 % соответственно;  

р < 0,05), во внеклеточном матриксе статистиче-
ски значимое снижение содержания ХС (на 50 %) 
выявлялось исключительно в наружном зерни-
стом слое неокортекса (рис. 3). 

Приведенные результаты демонстрируют, 
что у животных с привитой глиальной опухолью 
ТМЗ оказывает меньшее влияние на содержание 
ХС в различных компартментах слоев неокор-

Рис. 3.  Влияние ТМЗ на содержание ХС в клетках (а) и внеклеточном матриксе (б) молекулярного (мол.), на-
ружного зернистого (нар. зерн.), пирамидного (пир.), внутреннего зернистого (вн. зерн.), ганглиозного 
(гангл.) слоев неокортекса у мышей SCID; * – различия статистически значимы при р < 0,05. Содержа-
ние ХС в наружном зернистом и пирамидном слоях неокортекса мышей SCID с привитой глиобластомой 
(стрелка) (в) и получавших ТМЗ (г); непрямой двухшаговый иммуногистохимический метод; докраска 
ядер гематоксилином; увеличение 400×

Fig. 3.  Effect of TMZ on CS content in cells (A) and extracellular matrix (B) of molecular (мол.), external granular (нар. 
зерн.), pyramidal (пир.) internal granular (вн. зерн.), ganglionic (гангл.) layers of the neocortex in SCID mice; 
*p < 0.05. CS content in the outer granular and pyramidal layers of the neocortex of SCID mice with orthotop-
ically xenotransplanted U87 glioblastoma (arrow) (в) and treated with TMZ (г); indirect two-step immunohisto-
chemistry; nuclei counterstaining with hematoxylin; magnification 400×
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