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Äëÿ îïðåäåëåíèÿ õàðàêòåðà âëèÿíèÿ öèòîôëàâèíà â òåðàïåâòè÷åñêîé êîíöåíòðàöèè

íà æèçíåñïîñîáíîñòü ëåéêîöèòîâ ïðîâåäåíî èññëåäîâàíèå îáðàçöîâ êðîâè 30 ïàöèåí-

òîâ ñ èøåìè÷åñêîé áîëåçíüþ ñåðäöà. Ëåéêîöèòû èç öåëüíîé êðîâè âûäåëÿëè ñ ïîìî-

ùüþ ìèêðîïèïåòêè, ñìåøèâàëè ñ ïèòàòåëüíîé ñðåäîé RPMI, â îïûòíûå ëóíêè äîáàâ-

ëÿëè öèòîôëàâèí â êîíöåíòðàöèè, áëèçêîé ê òåðàïåâòè÷åñêîé è ïðîáû èíêóáèðîâàëè â

òå÷åíèå 3 ÷ â èíêóáàòîðå ñ 5 % ñîäåðæàíèåì ÑÎ2 ïðè òåìïåðàòóðå 37 °C, çàòåì ïðîáû

îêðàøèâàëè ôëóîðåñöåíòíûìè êðàñèòåëÿìè (Mito TrackerTM Red CMXRos, Ñalcein

ÀÌ, Ethidium bromide) è ñíîâà èíêóáèðîâàëè ïðè òåõ æå óñëîâèÿõ åù¸ â òå÷åíèå

30 ìèí. Ðåçóëüòàòû äåòåêòèðîâàëè ìåòîäîì ôëóîðåñöåíòíîé ìèêðîñêîïèè ïðè ïîìî-

ùè èíâåðòèðîâàííîãî ôëóîðåñöåíòíîãî ìèêðîñêîïà EclipseTi-U (Nikon, ßïîíèÿ) è

àíàëèçèðîâàëè ñ ïîìîùüþ ñïåöèàëèçèðîâàííîãî ïðîãðàììíîãî îáåñïå÷åíèÿ EZ-C1

Free Viewer Ver 3.90. Îöåíèâàëè èíòåíñèâíîñòü ôëóîðåñöåíöèè ìèòîõîíäðèé è âû÷èñ-

ëÿëè èíäåêñ æèçíåñïîñîáíîñòè ëåéêîöèòîâ ïî ðàçðàáîòàííîé ìåòîäèêå. Ïîñëå ââåäå-

íèÿ öèòîôëàâèíà â ïðîáó ñ ëåéêîöèòàðíîé âçâåñüþ íàáëþäàëîñü äâà âàðèàíòà èçìåíå-

íèÿ æèçíåñïîñîáíîñòè êëåòîê: ó áîëüøèíñòâà (80 %) áîëüíûõ îòìå÷åíî óâåëè÷åíèå

æèçíåñïîñîáíîñòè ëåéêîöèòîâ, â ñðåäíåì, íà 60 % (p < 0,001) è ó 20 % — òåíäåíöèÿ ê

óìåíüøåíèþ äàííîãî ïîêàçàòåëÿ, â ñðåäíåì, íà 47 % (p < 0,1). Âåëè÷èíà ôëóîðåñöåí-

öèè ìèòîõîíäðèé èçìåíÿëàñü â îáîèõ ñëó÷àÿõ â ñòîðîíó óâåëè÷åíèÿ, íî áåç äîñòèæå-

íèÿ äîñòîâåðíîñòè ðàçëè÷èé. Äîñòîâåðíîé êîððåëÿöèè ìåæäó ïîêàçàòåëÿìè æèçíå-

ñïîñîáíîñòè êëåòîê è èíòåíñèâíîñòüþ ôëóîðåñöåíöèè ìèòîõîíäðèé îáíàðóæåíî íå

áûëî (êîýôôèöèåíò êîððåëÿöèè ñîñòàâèë 0,28, p > 0,05). Öèòîôëàâèí ó 80 % ïàöèåí-

òîâ ñ èøåìè÷åñêîé áîëåçíüþ ñåðäöà ñïîñîáåí ïîâûøàòü æèçíåñïîñîáíîñòü êëåòîê

(ëåéêîöèòîâ êðîâè), â ñðåäíåì, íà 60 % è òàêèì îáðàçîì ïðîÿâëÿòü öèòîïðîòåêòîðíûé

ýôôåêò.

Êëþ÷åâûå ñëîâà: ëåéêîöèòû; æèçíåñïîñîáíîñòü; èøåìè÷åñêàÿ áîëåçíü ñåðäöà; ïàöè-

åíòû; ôëóîðåñöåíòíàÿ ìèêðîñêîïèÿ; öèòîôëàâèí; èññëåäîâàíèå in vitro.

ÂÂÅÄÅÍÈÅ

Öèòîôëàâèí — êîìïëåêñíûé ïðåïàðàò ìåòàáîëè÷å-

ñêîãî ðÿäà, ñîñòîÿùèé èç ÿíòàðíîé êèñëîòû, èíîçèíà,

ðèáîôëàâèíà è íèêîòèíàìèäà [11]. Äàííûé ïðåïàðàò

ñïîñîáåí àêòèâèðîâàòü àýðîáíûé ãëèêîëèç, ò.å. êèñëî-

ðîä-çàâèñèìûé ïðîöåññ ýíåðãîîáðàçîâàíèÿ [3, 11].

Òðàäèöèîííî öèòîôëàâèí èñïîëüçóåòñÿ â êà÷åñòâå

öèòîïðîòåêòîðíîãî ëåêàðñòâåííîãî ñðåäñòâà (ËÑ) ïðè

èøåìèè ãîëîâíîãî ìîçãà [1, 3, 11]. Ïðè ýòîì, â èíñò-

ðóêöèè ê äàííîìó ËC â ðàçäåëå “Ôàðìàêîäèíàìèêà”

ñêàçàíî, ÷òî öèòîôëàâèí ñïîñîáåí óëó÷øàòü êîðîíàð-

íîå êðîâîîáðàùåíèå [11]. Ñ äðóãîé ñòîðîíû, èçâåñòíî,

÷òî ïðè èøåìèè ìèîêàðäà ïðèòîê êèñëîðîäà ê êàðäèî-

ìèîöèòàì îãðàíè÷åí [13] è, ñîîòâåòñòâåííî, ðåñóðñîâ

äëÿ àýðîáíîãî ãëèêîëèçà ó êëåòîê ñåðäöà îñòà¸òñÿ íå-

ìíîãî. Â ýòîé ñâÿçè, ïðåäñòàâëÿåò îñîáûé èíòåðåñ

èçó÷åíèå âëèÿíèÿ öèòîôëàâèíà íà æèçíåñïîñîáíîñòü

êëåòîê è ýíåðãåòè÷åñêîå ñîñòîÿíèå ìèòîõîíäðèé êëå-

òîê ïðè ãèïîêñèè ìèîêàðäà ó ïàöèåíòîâ ñ èøåìè÷å-

ñêîé áîëåçíüþ ñåðäöà (ÈÁÑ). Ïîäîáíûõ èññëåäîâà-

íèé, ñóäÿ ïî îáçîðó îòå÷åñòâåííîé è çàðóáåæíîé ëèòå-

ðàòóðû, íå ïðîâîäèëîñü.

Ýêñïåðèìåíòàëüíîé ìîäåëüþ èçó÷åíèÿ æèçíåñïî-

ñîáíîñòè êëåòîê ÿâèëèñü ëåéêîöèòû êðîâè áîëüíûõ,

ïîñêîëüêó îíè ìîãóò îòðàæàòü âíóòðåííåå ñîñòîÿíèå

îðãàíèçìà ÷åëîâåêà è ÿâëÿþòñÿ ëåãêîäîñòóïíûì ìàòå-

ðèàëîì äëÿ èññëåäîâàíèÿ. Ýòè èììóííîêîìïåòåíòíûå

êëåòêè ðàññìàòðèâàþòñÿ êàê ñâîåãî ðîäà “çåðêàëî ãî-

ìåîñòàçà”, ïî êîòîðîìó ìîæíî îïðåäåëèòü õàðàêòåð

ïðîöåññà, ëåæàùåãî â îñíîâå áîëåçíè, åãî òÿæåñòü,

ïðîãíîç è ýôôåêòèâíîñòü òåðàïèè [10]. Áîëåå òîãî, W.

Jin et al. íà îñíîâàíèè ðÿäà ñîáñòâåííûõ èññëåäîâàíèé

óòâåðæäàþò, ÷òî õàðàêòåð ïîâðåæäåíèé ìèòîõîíäðèé
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â êàðäèîìèîöèòàõ è ëåéêîöèòàõ ïåðèôåðè÷åñêîé êðî-

âè èäåíòè÷åí, â ëåéêîöèòàõ îòðàæàþòñÿ èçìåíåíèÿ,

ïðîèñõîäÿùèå â êàðäèîìèîöèòàõ [14].

Öåëüþ íàñòîÿùåãî èññëåäîâàíèÿ ÿâèëîñü îïðåäåëå-

íèå õàðàêòåðà âëèÿíèÿ öèòîôëàâèíà íà æèçíåñïîñîá-

íîñòü ëåéêîöèòîâ êðîâè ïàöèåíòîâ ñ ÈÁÑ.

ÌÅÒÎÄÛ ÈÑÑËÅÄÎÂÀÍÈß

Ïðîâåäåíî èññëåäîâàíèå îáðàçöîâ êðîâè 30 áîëü-

íûõ ñ ÈÁÑ: ñòàáèëüíîé ñòåíîêàðäèåé íàïðÿæåíèÿ

I – III ôóíêöèîíàëüíîãî êëàññà (èç èññëåäîâàíèÿ èñ-

êëþ÷àëè îñòðûé êîðîíàðíûé ñèíäðîì), ïîñòóïèâøèõ

â îòäåëåíèå êàðäèîëîãèè ¹ 1 Áåëãîðîäñêîé îáëàñòíîé

êëèíè÷åñêîé áîëüíèöû Ñâÿòèòåëÿ Èîàñàôà ñ ÿíâàðÿ

ïî èþíü 2019 ã. Â ãðóïïó èññëåäîâàíèÿ âîøëè 20 æåí-

ùèí è 10 ìóæ÷èí â âîçðàñòå îò 49 äî 81 ãîäà, ñðåäíèé

âîçðàñò ïàöèåíòîâ ñîñòàâèë 66,0 � 2,0 ëåò.

Âçÿòèå êðîâè âûïîëíÿëè óòðîì íàòîùàê â âàêóóì-

íóþ ïðîáèðêó ñ ýòèëåíäèàìèíòåòðàóêñóñíîé êèñëîòîé

(ÝÄÒÀ). Îáÿçàòåëüíûì óñëîâèåì îòáîðà ïàöèåíòîâ

äëÿ èññëåäîâàíèÿ áûëî îòñóòñòâèå ðåíòãåíîâñêîãî èç-

ëó÷åíèÿ íà ïðîòÿæåíèè êàê ìèíèìóì 21 äíÿ äî çàáîðà

êðîâè, ââèäó ðàçðóøèòåëüíîãî äåéñòâèÿ ðåíòãåíîâ-

ñêèõ ëó÷åé íà ëåéêîöèòû êðîâè ÷åëîâåêà è ñïîñîáíî-

ñòè áåëûõ êëåòîê êðîâè ê ïîëíîìó îáíîâëåíèþ ñîñòà-

âà íà ïðîòÿæåíèè 21 äíÿ ïðè ñðåäíåé ïðîäîëæèòåëü-

íîñòè æèçíè ëåéêîöèòîâ 7 – 9 äíåé [12].

Ëåéêîöèòû êðîâè (0,5 ìë) îòáèðàëè âðó÷íóþ ìèê-

ðîïèïåòêîé â àñåïòè÷åñêèõ óñëîâèÿõ, ñìåøèâàëè ñ

2 ìë ïèòàòåëüíîé ñðåäû RPMI-1640 ñ ãëóòàìèíîì (Ïà-

íÝêî, Ðîññèÿ), çàòåì ïîìåùàëè â ëóíêè 24-ëóíî÷íîãî

ïëàíøåòà ïî 20 ìêë ëåéêîöèòàðíîé ñóñïåíçèè â êàæ-

äóþ ëóíêó. Äîáàâëÿëè ïèòàòåëüíóþ ñðåäó è ËÏ â êî-

ëè÷åñòâå, óêàçàííîì íà ñõåìå ýêñïåðèìåíòà. Çàòåì

ïðîáû èíêóáèðîâàëè â òå÷åíèå 3 ÷ (âðåìÿ, äîñòàòî÷-

íîå äëÿ âçàèìîäåéñòâèÿ ëåêàðñòâà ñ êëåòêàìè) â èíêó-

áàòîðå ñ 5 % ñîäåðæàíèåì ÑÎ
2

ïðè òåìïåðàòóðå 37 °C

(óñëîâèÿ âíóòðåííåé ñðåäû ÷åëîâåêà).

×åðåç 3 ÷ èíêóáàöèè èç êàæäîé ëóíêè îòáèðàëè

500 ìêë íàäîñàäî÷íîé æèäêîñòè è â îñòàâøèåñÿ

500 ìêë âíîñèëè ôëóîðåñöåíòíûå êðàñèòåëè â êîíå÷-

íîé êîíöåíòðàöèè 1 íM/ìêë äëÿ Mito TrackerTM Red

CMXRos (Invitrogen, ÑØÀ), êîòîðûé ïîçâîëÿåò îöå-

íèâàòü ìèòîõîíäðèàëüíûé ìåìáðàííûé ïîòåíöèàë è

Ñalcein ÀÌ (Invitrogen, ÑØÀ), êîòîðûé îêðàøèâàåò

òîëüêî æèçíåñïîñîáíûå êëåòêè è â êîíå÷íîé êîíöåí-

òðàöèè 2 íM/ìêë äëÿ ýòèäèÿ áðîìèäà (Sigma-Aldrich,

ÑØÀ), êîòîðûé îêðàøèâàåò òîëüêî ïîãèáøèå êëåòêè

[2]. Ïðîáû ñíîâà ïîìåùàëè â òåðìîñòàò ïðè òåõ æå óñ-

ëîâèÿõ åù¸ íà 30 ìèí (âðåìÿ, äîñòàòî÷íîå äëÿ îêðà-

øèâàíèÿ êëåòîê). Ïðè ðàçðàáîòêå ñõåìû ýêñïåðèìåíòà

ðóêîâîäñòâîâàëèñü äàííûìè Å. Â. Ìèòðîøèíîé è ñî-

àâò.[4].

Äëÿ ñîçäàíèÿ êîíöåíòðàöèè öèòîôëàâèíà â ëóíêå,

áëèçêîé ê òîé, â êîòîðîé ïðåïàðàò ñóùåñòâóåò â îðãà-

íèçìå ïîñëå âíóòðèâåííîãî êàïåëüíîãî ââåäåíèÿ â

îáúåìå 10 ìë, ðàñòâîðåííîì â 200 ìë ôèçèîëîãè÷åñêî-

ãî ðàñòâîðà, áðàëè 1 ìë àìïóëüíîãî ðàñòâîðà öèòîôëà-

âèíà, äîáàâëÿëè 1,59 ìë âîäû äëÿ èíúåêöèé, ñìåøèâà-

ëè è ïîëó÷åííûé ðàñòâîð âíîñèëè ïî 5 ìêë â ëóíêó.

Ðåçóëüòàòû îöåíèâàëè ìåòîäîì ôëóîðåñöåíòíîé

ìèêðîñêîïèè ïðè ïîìîùè èíâåðòèðîâàííîãî ìèêðî-

ñêîïà EclipseTi-U (Nikon, ßïîíèÿ). Îáðàáîòêó ïîëó-

÷åííûõ äàííûõ ïðîâîäèëè ñ ïîìîùüþ ñïåöèàëèçèðî-

âàííîãî ïðîãðàììíîãî îáåñïå÷åíèÿ EZ-C1 Free Viewer

Ver 3.90 (Nikon), îïðåäåëÿëè èíòåíñèâíîñòü ôëóîðåñ-

öåíöèè â 100 êëåòêàõ â 10 ïîëÿõ çðåíèÿ äëÿ êàæäîé

ëóíêè, âûðàæàÿ å¸ â óñëîâíûõ åäèíèöàõ.

Ïðîâîäèëè ïîäñ÷¸ò êîëè÷åñòâà æèâûõ è ì¸ðòâûõ

êëåòîê, ðàññ÷èòûâàëè èíäåêñ æèçíåñïîñîáíîñòè (ÈÆ)

êëåòîê ïî ôîðìóëå, %:

ÈÆ = (Z
æèâûõ êëåòîê

– Z
ïîãèáøèõ êëåòîê

)/(Z
ïîãèáøèõ êëåòîê

) 
 100,

ãäå Z
æèâûõ êëåòîê

— êîëè÷åñòâî æèâûõ êëåòîê â 10 ïîëÿõ

çðåíèÿ; Z
ïîãèáøèõ êëåòîê

— êîëè÷åñòâî ïîãèáøèõ êëåòîê â

10 ïîëÿõ çðåíèÿ.

Ïî õàðàêòåðó èçìåíåíèÿ ÈÆ ñóäèëè î íàëè÷èè öè-

òîïðîòåêòîðíûõ ñâîéñòâ ó öèòîôëàâèíà ïî ðàçðàáî-

òàííîìó íàìè ñïîñîáó [7]: îïðåäåëÿëè ÈÆ â ëóíêàõ ñ

îöåíêîé äèíàìèêè äàííîãî ïîêàçàòåëÿ ïîñëå ââåäåíèÿ

ËÑ; â ñëó÷àå, åñëè ïðè äîáàâëåíèè â ïðîáó ËÑ ÈÆ

óâåëè÷èâàåòñÿ, òî ýòî ñâèäåòåëüñòâîâàëî î î íàëè÷èè

öèòîïðîòåêòîðíîãî ñâîéñòâà ó èçó÷àåìîãî ïðåïàðàòà;

åñëè ÈÆ ñíèæàåòñÿ, òî ýòî — ïîêàçàòåëü îòñóòñòâèÿ

öèòîïðîòåêòîðíûõ ñâîéñòâ ó ËÑ.

Âñåãî áûëî ïðîàíàëèçèðîâàíî 12000 êëåòîê. Êîëè-

÷åñòâåííûå ïîêàçàòåëè îöåíèâàëèñü íà ïðåäìåò ñîîò-

âåòñòâèÿ íîðìàëüíîìó ðàñïðåäåëåíèþ ñ ïîìîùüþ

òåñòà Êîëìîãîðîâà – Ñìèðíîâà. Äëÿ ïîêàçàòåëåé,

èìåþùèõ ðàñïðåäåëåíèå áëèçêîå ê íîðìàëüíîìó, â

äàëüíåéøåì îñóùåñòâëÿëè ðàñ÷åò ñðåäíåãî àðèôìåòè-

÷åñêîãî çíà÷åíèÿ, ñòàíäàðòíîãî (ñðåäíåêâàäðàòè÷åñêî-

ãî) îòêëîíåíèÿ è îøèáêè ñðåäíåãî, êàê îòíîøåíèÿ

ñòàíäàðòíîãî îòêëîíåíèÿ ê êâàäðàòíîìó êîðíþ èç êî-

ëè÷åñòâà àíàëèçèðóåìûõ çíà÷åíèé. Ðåçóëüòàòû ñ÷èòà-

ëè ñòàòèñòè÷åñêè çíà÷èìûìè ïðè ð < 0,05.

Èññëåäîâàíèå ïðîâîäèëè íà áàçå ëàáîðàòîðèè êëå-

òî÷íûõ òåõíîëîãèé ÍÈÈ Ôàðìàêîëîãèè æèâûõ ñèñòåì

ÍÈÓ “ÁåëÃÓ”.

ÐÅÇÓËÜÒÀÒÛ È ÈÕ ÎÁÑÓÆÄÅÍÈÅ

Â êîíòðîëüíûõ ëóíêàõ (áåç âíåñåíèÿ ËÏ) ïðè àíà-

ëèçå ôëóîðåñöåíöèè ìèòîõîíäðèé ëåéêîöèòîâ êðîâè,

îêðàøåííûõ Mito Tracker Red, îáíàðóæåíû ÷¸òêî ñâå-

òÿùèåñÿ êëåòêè, êðóãëûå è îôîðìëåííûå, ÷òî ñâèäå-

òåëüñòâóåò î íîðìàëüíî ôóíêöèîíèðóþùèõ ìèòîõîíä-

ðèÿõ (ðèñ. 1, à ). Ñðåäíÿÿ âåëè÷èíà ôëóîðåñöåíöèè ïî

ãðóïïå ñîñòàâèëà 120,20 � 4,18 îòí. åä., ÷òî ÿâëÿåòñÿ

èíòåãðàëüíûì ïîêàçàòåëåì âåëè÷èíû ôëóîðåñöåíöèè

(ÂÔ), îïðåäåë¸ííîé äëÿ êàæäîé êëåòêè îòäåëüíî â 100

êëåòêàõ êàæäîãî ïàöèåíòà è óñðåäíåíî äëÿ âñåõ áîëü-

íûõ â èñõîäíîì ñîñòîÿíèè. Îäíîâðåìåííîå îêðàøèâà-

íèå ïðîá Ñalcein ÀÌ ïîêàçàëî, ÷òî âñå ñâåòÿùèåñÿ
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êëåòêè ñ ôóíêöèîíèðóþùèìè ìèòîõîíäðèÿìè — æè-

âûå (ðèñ. 1, á ). Êîëè÷åñòâî ïîãèáøèõ êëåòîê ïî îòíî-

øåíèþ ê îáùåìó êîëè÷åñòâó àíàëèçèðóåìûõ êëåòîê

ñîñòàâèëî 37 % (ðèñ. 1, â ). ÈÆ ëåéêîöèòîâ ó ïàöèåí-

òîâ ñ ÈÁÑ, â ñðåäíåì ïî ãðóïïå (áåç âíåñåíèÿ öèòîô-

ëàâèíà), ñîñòàâèë 41 %.

Ïðè ôëóîðåñöåíòíîé ìèêðîñêîïèè ëåéêîöèòîâ êðî-

âè ïàöèåíòîâ ñ ÈÁÑ â ëóíêàõ, â êîòîðûå äîáàâëÿëè öè-

òîôëàâèí â òåðàïåâòè÷åñêîé êîíöåíòðàöèè è êðàñè-

òåëü Mito Tracker Red, îáíàðóæåíû ÷¸òêî ñâåòÿùèåñÿ

êëåòêè, êðóãëûå è îôîðìëåííûå, ÷òî ñâèäåòåëüñòâóåò

î íîðìàëüíî ôóíêöèîíèðóþùèõ ìèòîõîíäðèÿõ

(ðèñ. 2, à ). ÂÔ ìèòîõîíäðèé â ñðåäíåì ïî ãðóïïå ñî-

ñòàâèëà 124,58 � 3,61 îòí. åä., ÷òî âûøå â ñðàâíåíèè ñ

êîíòðîëåì (120,20 � 4,18 îòí. åä.), îäíàêî áåç äîñòèæå-

íèÿ óðîâíÿ äîñòîâåðíîñòè ðàçëè÷èé ( p > 0,05). Îêðà-

ñêà òåõ æå ïðîá Ñalcein ÀÌ ïîêàçàëà, ÷òî âñå ñâåòÿ-

ùèåñÿ êëåòêè ñ ôóíêöèîíèðóþùèìè ìèòîõîíäðèÿìè

— æèâûå (ðèñ. 2, á ). Êîëè÷åñòâî ïîãèáøèõ êëåòîê ïî

îòíîøåíèþ ê îáùåìó êîëè÷åñòâó àíàëèçèðóåìûõ êëå-

òîê ñîñòàâèëî 39 % (ðèñ. 2, â ). ÈÆ ëåéêîöèòîâ ó ïàöè-

åíòîâ ñ ÈÁÑ, â ñðåäíåì ïî ãðóïïå, ïîñëå âíåñåíèÿ öè-

òîôëàâèíà ñóùåñòâåííî íå èçìåíèëñÿ è ñîñòàâèë

40 %. Ïðè áîëåå äåòàëüíîì àíàëèçå õàðàêòåðà âëèÿíèÿ

öèòîôëàâèíà íà æèçíåñïîñîáíîñòü êëåòîê îáíàðóæè-

ëè äâà âàðèàíòà ðåàãèðîâàíèÿ ëåéêîöèòîâ íà ââåäåíèå

ïðåïàðàòà, àêòèâèðóþùåãî àýðîáíûé ãëèêîëèç: ó áîëü-

øèíñòâà (80 %) áîëüíûõ îòìå÷åíî óâåëè÷åíèå æèçíå-

ñïîñîáíîñòè ëåéêîöèòîâ, â ñðåäíåì, íà 60 %

(p < 0,001) è ó 20 % — òåíäåíöèÿ ê óìåíüøåíèþ äàí-

íîãî ïîêàçàòåëÿ, â ñðåäíåì, íà 47 % (p < 0,1) (ðèñ. 3).

Íà ðèñ. 3 ÷åòêî ïðîäåìîíñòðèðîâàíî êàê õàðàêòåð

ðåàãèðîâàíèÿ êëåòîê çàâèñåë îò èñõîäíîãî èõ ñîñòîÿ-

íèÿ: ïðè èñõîäíî ïîëîæèòåëüíîì ÈÆ (êîãäà êîëè÷åñò-

âî æèâûõ êëåòîê ïðåîáëàäàëî íàä êîëè÷åñòâîì ïîãèá-

øèõ) ââåäåíèå öèòîôëàâèíà ñïîñîáñòâîâàëî óëó÷øå-

íèþ äàííîãî ïîêàçàòåëÿ, òîãäà êàê ïðè èñõîäíî îòðè-

öàòåëüíîì ÈÆ (êîãäà êîëè÷åñòâî ïîãèáøèõ êëåòîê

ïðåîáëàäàëî íàä êîëè÷åñòâîì æèâûõ) ââåäåíèå öè-
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Áåç öèòîôëàâèíà

(Ðèñ. 1)

Ñ öèòîôëàâèíîì

(Ðèñ. 2)

A. Ñâå÷åíèå ìèòîõîíäðèé ëåé-

êîöèòîâ êðîâè (êðàñèòåëü –

MitoTrackerRed). Ôëóîðåñöåí-

òíàÿ ìèêðîñêîïèÿ, óâ. � 200

Á. Ñâå÷åíèå ìåìáðàííûõ ñòðóê-

òóð æèâûõ áåëûõ êëåòîê êðî-

âè (êðàñèòåëü — Ñalcein ÀÌ).

Ôëóîðåñöåíòíàÿ ìèêðîñêîïèÿ,

óâ. � 200

Ñ. Ñâå÷åíèå ïîãèáøèõ ëåéêîöè-

òîâ (êðàñèòåëü – ýòèäèé áðî-

ìèä). Ôëóîðåñöåíòíàÿ ìèêðî-

ñêîïèÿ, óâ. � 200



òîôëàâèíà àññîöèèðîâàëîñü ñ óõóäøåíèåì äàííîãî

ïîêàçàòåëÿ.

Ïðè ïðîâåäåíèè êà÷åñòâåííîãî àíàëèçà ÈÆ è ÂÔ

ìèòîõîíäðèé ïî êàæäîìó ïàöèåíòó âûÿñíèëîñü, ÷òî

ÈÆ óâåëè÷èâàëñÿ ó 24 ïàöèåíòîâ (80 %) è óìåíüøàë-

ñÿ ó 6 ïàöèåíòîâ (20 %), â òî âðåìÿ êàê ÂÔ ìèòîõîíä-

ðèé ïîâûøàëàñü ó 18 ïàöèåíòîâ (60 %) è ñíèæàëàñü ó

12 (40 %), ÷òî ñâèäåòåëüñòâóåò îá îòñóòñòâèè òåñíîé

êîððåëÿöèè ýòèõ ïîêàçàòåëåé. ×¸òêîé çàâèñèìîñòè ìå-

æäó ïîêàçàòåëÿìè æèçíåñïîñîáíîñòè êëåòîê è ÂÔ èõ

ìèòîõîíäðèé íå áûëî îáíàðóæåíî (êîýôôèöèåíò êîð-

ðåëÿöèè ñîñòàâèë 0,28; p > 0,05).

Ïî-âèäèìîìó, ïîâûøåíèå æèçíåñïîñîáíîñòè êëå-

òîê ïîä âëèÿíèåì ËÑ, àêòèâèðóþùåãî àýðîáíûé ãëè-

êîëèç, âîçìîæíî ïðè óñëîâèè ñîõðàíåíèÿ èõ æèçíåí-

íîãî ðåñóðñà â èñõîäíîì ñîñòîÿíèè. Â íàøèõ ïðåäû-

äóùèõ èññëåäîâàíèÿõ áûëî ïîêàçàíî, ÷òî öèòîïðîòåê-

òîðíîå ñâîéñòâî öèòîôëàâèíà ó ïàöèåíòîâ ñ ÈÁÑ (ïî

äàííûì èçó÷åíèÿ in vitro) ïðîÿâëÿåòñÿ ïðè óñëîâèè îò-

ñóòñòâèÿ ïàòîëîãè÷åñêèõ ãåííûõ ïîëèìîðôèçìîâ öè-

òîõðîìà CYP 2C9, à òàêæå ýíäîòåëèàëüíîé NO-ñèíòà-

çû, îòâåòñòâåííûõ çà íîðìàëüíîå ñîñòîÿíèå ýíäîòåëèÿ

ñîñóäîâ êàê âàæíîãî ôàêòîðà îáåñïå÷åíèÿ àäåêâàòíîé

äîñòàâêè êèñëîðîäà ê òêàíÿì [8, 9].

Ïðè ÈÁÑ èç-çà äëèòåëüíîé ïðîãðåññèðóþùåé ãè-

ïîêñèè ðàçâèâàåòñÿ âòîðè÷íàÿ ìèòîõîíäðèàëüíàÿ äèñ-

ôóíêöèÿ êàðäèîìèîöèòîâ, òðåáóþùàÿ ôàðìàêîëîãè÷å-

ñêîé êîððåêöèè [15]. Ïðèìåíåíèå ýíåðãîòðîïíûõ ËÑ

äëÿ óñòðàíåíèÿ ìèòîõîíäðèàëüíîé äèñôóíêöèè ÿâëÿ-

åòñÿ ïàòîãåíåòè÷åñêè îáîñíîâàííûì, îäíàêî íå âñåãäà

îêàçûâàåòñÿ ýôôåêòèâíûì [5].

Öèòîôëàâèí ñîäåðæèò, íàðÿäó ñ ñóêöèíàòîì, íèêî-

òèíàìèä, ðèáîôëàâèíà ìîíîíóêëåîòèä è èíîçèí [11].

Âõîäÿùèå â ñîñòàâ ïðåïàðàòà êîìïîíåíòû ïîòåíöèðó-

þò àíòèãèïîêñè÷åñêîå äåéñòâèå ñóêöèíàòà. Òàê, ðè-

áîôëàâèí ïîâûøàåò àêòèâíîñòü ñóêöèíàòäåãèäðîãåíà-

çû, èíîçèí óâåëè÷èâàåò îáùåå êîëè÷åñòâî ïóðèíîâûõ

íóêëåîòèäîâ, íåîáõîäèìûõ äëÿ ðåñèíòåçà àäåíîçèí-

òðèôîñôàòà (ÀÒÔ) è ãóàíîçèíòðèôîñôàòà (ÃÒÔ). Â

íàñòîÿùåå âðåìÿ ïðîäåìîíñòðèðîâàíà ýôôåêòèâíîñòü

âêëþ÷åíèÿ öèòîôëàâèíà â òåðàïèþ òàêèõ ñîñòîÿíèé,

êàê îñòðîå è õðîíè÷åñêîå íàðóøåíèå ìîçãîâîãî êðîâî-

îáðàùåíèÿ, äèñöèðêóëÿòîðíàÿ ýíöåôàëîïàòèÿ, ïåðè-

íàòàëüíîå ãèïîêñè÷åñêè-èøåìè÷åñêîå ïîðàæåíèå

ÖÍÑ, äëÿ êîòîðûõ õàðàêòåðíà âòîðè÷íàÿ ìèòîõîíäðè-

àëüíàÿ äèñôóíêöèÿ [6]. Â ýòîé ñâÿçè, âïîëíå âîçìîæíî

èñïîëüçîâàíèå öèòîôëàâèíà â êà÷åñòâå àíòèãèïîêñàí-

òà è ïðè ÈÁÑ äëÿ êîððåêöèè ìèòîõîíäðèàëüíîé äèñ-

ôóíêöèè, îäíàêî ýòîò âîïðîñ òðåáóåò äàëüíåéøåãî

èçó÷åíèÿ è ïåðñîíàëèçèðîâàííîãî ïîäõîäà.

Òàêèì îáðàçîì, ïîêàçàíî, ÷òî ïðåïàðàò ìåòàáîëè÷å-

ñêîãî òèïà äåéñòâèÿ öèòîôëàâèí ñïîñîáåí óëó÷øàòü

æèçíåñïîñîáíîñòü ëåéêîöèòîâ êðîâè ó ÷àñòè ïàöèåí-

òîâ ñ ÈÁÑ ïðè óñëîâèè ñîõðàíåíèÿ èõ æèçíåííîãî ðå-

ñóðñà â èñõîäíîì ñîñòîÿíèè. Ïåðñïåêòèâû íàñòîÿùåãî

èññëåäîâàíèÿ, íà íàø âçãëÿä, ñâîäÿòñÿ ê îïðåäåëåíèþ

êðèòåðèåâ ïåðñîíàëèçèðîâàííîãî îòáîðà áîëüíûõ ñ

ÈÁÑ, äëÿ êîòîðûõ öåëåñîîáðàçíî èñïîëüçîâàíèå öè-

òîôëàâèíà â êà÷åñòâå öèòîïðîòåêòîðà. Ïîòåíöèàëüíàÿ

âîçìîæíîñòü èñïîëüçîâàíèÿ öèòîôëàâèíà â êîìïëåêñ-

íîì ëå÷åíèè ïàöèåíòîâ ñ ÈÁÑ íàöåëèâàåò íà ðàñøèðå-

íèå ïîêàçàíèé ê èñïîëüçîâàíèþ äàííîãî ËÏ.

ÂÛÂÎÄÛ

1. Ïðè ââåäåíèè öèòîôëàâèíà â êîíöåíòðàöèè,

áëèçêîé ê òåðàïåâòè÷åñêîé, â ïðîáó ñ ëåéêîöèòàðíîé
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Ðèñ. 3. Âëèÿíèå öèòîôëàâèíà íà ÈÆ ëåéêîöèòîâ ïåðèôåðè÷åñêîé êðîâè ïàöèåíòîâ ñ ÈÁÑ (òåðàïåâòè÷åñêàÿ êîíöåíòðàöèÿ, 3 ÷ èíêó-

áàöèè, in vitro).



âçâåñüþ, ïîëó÷åííîé èç êðîâè ïàöèåíòîâ ñ ÈÁÑ, íà-

áëþäàëîñü äâà âàðèàíòà èçìåíåíèÿ æèçíåñïîñîáíîñòè

êëåòîê: ó áîëüøèíñòâà (80 %) áîëüíûõ îòìå÷åíî óâå-

ëè÷åíèå æèçíåñïîñîáíîñòè ëåéêîöèòîâ, â ñðåäíåì, íà

60 % (p < 0,001) è ó 20 % — òåíäåíöèÿ ê óìåíüøåíèþ

äàííîãî ïîêàçàòåëÿ, â ñðåäíåì, íà 47 % (p < 0,1).

2. ×¸òêîé çàâèñèìîñòè ìåæäó ïîêàçàòåëÿìè æèçíå-

ñïîñîáíîñòè êëåòîê è âåëè÷èíîé ôëþîðåñöåíöèè èõ

ìèòîõîíäðèé íå áûëî îáíàðóæåíî (êîýôôèöèåíò êîð-

ðåëÿöèè ñîñòàâèë 0,28, p > 0,05).

3. Ïî äàííûì ýêñïåðèìåíòà in vitro, öèòîôëàâèí

ñïîñîáåí ïðîÿâëÿòü öèòîïðîòåêòîðíóþ àêòèâíîñòü ó

÷àñòè ïàöèåíòîâ ñ ÈÁÑ ïóò¸ì ïîâûøåíèÿ æèçíåñïî-

ñîáíîñòè êëåòîê.

ÁËÀÃÎÄÀÐÍÎÑÒÜ

Àâòîð âûðàæàåò ñâîþ èñêðåííþþ áëàãîäàðíîñòü

äèðåêòîðó ÍÈÈ Ôàðìàêîëîãèè æèâûõ ñèñòåì ÍÈÓ

“ÁåëÃÓ” ïðîôåññîðó, ä.ì.í. Ïîêðîâñêîìó Ì. Â. è ðó-

êîâîäèòåëþ ëàáîðàòîðèè êëåòî÷íûõ òåõíîëîãèé ÍÈÈ

Ôàðìàêîëîãèè æèâûõ ñèñòåì äîöåíòó, ê.á.í. Íàäåæäè-

íó Ñ. Â. çà ïðåäîñòàâëåííóþ âîçìîæíîñòü âûïîëíå-

íèÿ èññëåäîâàíèÿ íà áàçå óêàçàííîé ëàáîðàòîðèè. Àâ-

òîð òàêæå âûðàæàåò ñâîþ ïðèçíàòåëüíîñòü çàâåäóþ-

ùåìó îòäåëåíèåì êàðäèîëîãèè ¹ 1 äîöåíòó, ê.ì.í. Àë-

ô¸ðîâó Ï. Ê. çà îêàçàííîå ñîäåéñòâèå ïðè íàáîðå

êëèíè÷åñêîãî ìàòåðèàëà äëÿ èññëåäîâàíèÿ.
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THE INFLUENCE OF CYTOFLAVIN ON THE VIABILITY OF BLOOD LEUKOCYTES

IN PATIENTS WITH ISCHEMIC HEART DISEASE

O. V. Romashchenko

Belgorod State National Research University, ul. Pobedy 85, Belgorod, 308017 Russia

To determine the character of the effect of Cytoflavin at a therapeutic concentration on the viability of leukocytes, a study of blood samples from 30 patients

with ischemic heart disease (IHD) was carried out. Leukocytes from whole blood were isolated using a micropipette, mixed with a nutrient medium RPMI, Cy-

toflavin at a therapeutic concentration was added to experimental wells, and the samples were incubated for 3 h in an incubator with 5% CO
2

at 37°C. Then the

samples were stained with fluorescent dyes (Mito TrackerTM Red CMXRos, Calcein AM, Ethidium bromide) and incubated again under the same conditions

for another 30 min. The results were detected by fluorescence microscopy using an Eclipse Ti-U inverted fluorescence microscope (Nikon, Japan) and analyzed

using the dedicated software EZ-C1 Free Viewer Ver. 3.90. Determined the intensity of mitochondria fluorescence and calculated the index of leukocytes viabi-

lity according to our method. According to the results of the study, when Cytoflavin was injected into a sample with a leukocyte suspension, two variants of

changes in cell viability were observed: in most (80 %) patients, an increase in the viability of leukocytes was noted, on average, by 60% ( p < 0.001), and in

20%, a tendency to decrease this indicator, on average, by 47% ( p < 0.1). The value of mitochondrial fluorescence changed in both cases upward, but without

achieving the significance of differences. No significant correlation was found between the indicators of cell viability and the intensity of mitochondrial fluo-

rescence (the correlation coefficient was 0.28, p > 0.05). Cytoflavin in 80% of patients with ischemic heart disease is able to increase the viability of cells (blo-

od leukocytes), on average, by 60% and thus exhibits a cytoprotective effect.

Keywords: leukocytes; viability; ischemic heart disease; patients; microscopy; cytoflavin; in vitro study.
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