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ВВЕДЕНИЕ

В наш век нанотехнологий и инноваций среди каждодневных актуальных 
проблем, волнующих человечество, не теряют злободневности медико-биологи-
ческие вопросы, связанные с познанием, лечением профилактикой и реабилита-
цией различных социально значимых заболеваний. Общеизвестно, но не всеми 
признается, что прежде, чем приступить к реализации каких-либо действий, це
лесообразно тщательно изучить вопрос, сопряженный с предстоящей деятельно-
стью, и лишь затем приниматься за работу. Наиболее значима такая традиция  
в сфере здравоохранения, где доминирует девиз «Non nocere». Вышесказанное 
явилось стимулом для организации 17 мая в Минске на базе Института физиоло-
гии Национальной академии наук ����������������������������������������Беларуси �������������������������������Международной научной конферен-
ции «Фундаментальные науки – медицине». Участники научного форума сосре-
доточили внимание на наиболее актуальных фундаментальных вопросах меди-
ко-биологической направленности с целью скорейшего внедрения достигнутых 
инновационных результатов в практическую медицину.

В статьях сборника представлены результаты исследований ученых Беларуси, 
России, Украины, Германии, Польши, которые свидетельствуют о высоком уров-
не научно-исследовательской работы авторов статей в области фундаментальных 
дисциплин медико-биологической направленности. Наибольшее внимание в ис-
следовательской работе уделено проблемам онкогенеза и радикальной терапии 
онкологических заболеваний, повышения устойчивости клеток и тканей организ-
ма в условиях гипоксии и ишемии, контролю дисбаланса метаболических про-
цессов, способам повышения эндогенных резервов здорового и больного организ-
ма, роли разнообразных сочетаний физических факторов для диагностики и те-
рапии, вопросам более эффективной профилактики и реабилитации.

В процессе выступлений и дискуссий специалистов вполне естественно воз-
никает основа для новых идей и будущих тематических конференций, которые 
стали для Института физиологии НАН Беларуси своеобразной традицией. 
Организаторы научного форума надеются на новые плодотворные встречи пред-
ставителей фундаментальных и прикладных научных направлений в будущем 
году.
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In our time we have advanced in methods of anesthesiology surgery. Death’s that 
are bounded with anesthesia are decreasing, which are like 1–2 deaths for 200 ane
sthesia’s [1–3]. Those numbers are mostly connected and affected by the rational ways 
of choosing anesthesia literature.

Today’s most used method of intraoperative patient safety is anesthesia that’s 
inhalator. Its usage is approximately 60–85  % from all other anesthesias. Method’s 
popularity and dependence are best known for its high effectiveness, security and 
manageability. All this is achieved by insertion of second and third generation of 
halogenated volatile anesthetics: enflurane, isoflurane, sevoflurane and desflurane.

In resuscitation and anesthesia practice oxygen was used approximately for a very 
long time, the reason is that because O2 is oxidant nutrients, plays the key role in cell 
energetic security, at all critical situations. Also high oxidation ability, which initiates 
automatic non-fermentative O2 and OH reactions, can cause homeostasis disturbance, in 
which are used surgical procedure. 

Also today we don’t have an exact opinion on oxygen toxic limit, and its concentration. 
In specific journals we can state that in the most articles authors are divided into two paths 
of anesthesia: first with oxygen pressure of arterial blood (РаО2) is at 170–225 mm Hg [2], 
in second even 360 mm Hg [2]. In countries with high medical care most anesthesiologists 
are mostly adapted to analogically same parameters (more than 160 mm Hg) [5].

A significant effect on human antioxidant defense can cause some of the inhalation 
anesthetics, in particular sevoflurane, but, this effect in modern science is not completely 
explored in hyperoxia conditions. But the harmful effects of hyperoxia on the organism 
are highly studied not only on the cell level but also on the organic level (example, 
lungs). Mostly the research is hold in lab conditions, or on healthy volunteers, or in vitro 
on the basis of multiple cells. With all those posts there are some situations which are 
easier to accomplish, that are not considering factors of real clinical practice [2].

One of the most examined objects of biomedical researches are lymphocytes. The 
bases of their research are: quantity and phenotypic characteristics, variation and 
functionality tests, intracellular determination cytokines and etc. Lymphocyte 
chromatin, that is founded in G0/G1 phase, from one side, it can resemble structure-
functional state of those cells, and from the other, it is a test subject of exterior and 
interior factor influence.
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In this case, for the researches cause we examined morphological characteristics of 
lymphocytes in the peripheral blood, while conducting laparoscopic operations. When 
using inhalation anesthetics with 50 % FiO2 while inhaling.

Material & Methods. The criteria that were used for research are: planned operative 
anesthesia procedure: individuals of both sex, age 18 and above: physical patient status by 
ASA I–III class; and patients without lungs pathology. Patients at the time of anesthesia, 
with oxygen concentration at inhalation (FiO2), were 50  %. Patient premedication and 
water anesthesia came with a common scheme. Anesthesia support produced inhalation of 
sevoflurane in a dose 1,15±0,4 vol.% exhalation in nitrous oxide-oxygen mixture of FiO2 = 
50 % and bolus injection of fentanyl in dose 5,8±2,5 mkg/kg/h. Muscular relaxation at the 
time of anesthesia supported injection of trakrium in dose 0,3–0,6 mg/kg. Artificial lung 
ventilation (ALV) at the time of inhalation was proceeded with the usage of anesthesia-
inhaling equipment ADU-5 (Datex-Ohmeda, Finland) in VCV mode with circulation of 
half-closed outline and the flow of fresh gas 2 l/min.

Patient’s venous blood was affected by 60 min incubation with phytohemagglutinin, 
which is a specific mitogen. We analyzed monitored parameters on followed stages: 1st – 
before anesthesia beginning; 2nd – 5 min after trachea intubation; 3rd – 10 min after 
incubation; 4th – 20–30 min after trachea incubation; 5th – end of the operation; 6th - 5 min 
after patient excavation. Blood samples were researched on the phases: 1, 4 and 6 (in 
quantity of 4 ml).

To analyze the status of chromatin lymphocytes in peripheral blood by the 
morphodensitometry methods. The proposal of this study was approved by the ethics 
committee of Mogilev regional hospital, Mogilev, Belarus. Examination included 17 patients 
with laparoscopic cholecystectomy (a principal group). The group was randomized at 
the age (48,3±1,3 years), sex male, at diagnosis and treatment. A control group consisted 
of 17 healthy male volunteers at the age of 41,5±1,4.

Sample preparation included: a) mononuclear cells isolation, b) staining of whole 
blood smears with gallocyanin-chrome alums.

a) The blood samples were diluted with an equal volume of a phosphate buffer saline 
(PBS) at pH 7,2. Test-tubes were put in a thermostat at 37 ºC for 30 min for a preliminary 
erythrocytes sedimentation. Then leukocyte rich supernatant was collected carefully 
and centrifuged for 10 min at 300 g. A supernatant containing platelets was removed 
and the leukocytes pellet at the test-tube bottom were reconstituted to a volume of 2 ml 
with Hank’s balanced salt solution and carefully stirred. Obtained leukocytes suspension 
was layered over 1,5–2,0 ml separation media with density of 1,077 g/l and centrifuged 
for 30 min at 18–22 ºC. T-lymphocyte were separated with DYNAL Beads. 

b) The blood smears were fixed in ethanol-diethyl ether (1  :  1) for 30 min, then 
processed with RNA solution (Sigma, USA) and stained with chromium (III) potassium 
sulfate dodecahydrate at 37 °C for 2,5–3,0 h. 

Analysis of lymphocytes was performed using an optical microscope (Axio Imager 
Al, Zeiss, Germany), with an objective Plan-Neofluar 100×1,3 oil and with a video 
camera AxioCam MrC5 (Zeiss, Germany). 

a) For each patient image of 200 nuclei of peripheral blood lymphocytes’ selected 
after visual estimation were processed to improve their qualities. Morphologically, the 
cells were 90  % small lymphocytes. Then their analysis was performed using 
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microanatomy of the nuclei [4]. The object of MDM research was an interphase 
chromatin of lymphocytes which was subdivided into four components in our research. 
Two of them were related to a compact, dense or condensed one (heterochromatin) and 
the next two were related to diffusive, friable or decondenced one (euchromatin). The 
black and granular component of the heterochromatin was marked as q1, the light 
component of the heterochromatin was marked as q2, the light component of the 
euchromatin was marked as q4 [4]. We evaluated an area of the component (A), 
perimeter (Per.) and optical density (OD) of separate components. Phytohemagglutinin 
(PHA) (GIBCO) was then added to the suspension. The concentration of PHA used was 
that giving optimal lymphoblastic transformation. 

Results. On the first step of research we established the allocation of morphological 
and optic parameters interphase chromatin lymphocytes. The allocation was counted by 
these parameters: chromatin quote area, mean, mode, minimum and maximum of 
optical density, perimeter, integral optical density, form factor, diameter (table). Before 
treatment the most frequent form of allocation, by all parameters, was log-normal, this 
points on dominance of tiny components of heterochromatin, which has not high optical 
density and irregular form. 

Euchromatin, on other hand, had right asymmetric area of distribution, by log-
normal perimeter. Mode and median of optical density specifies by normal character of 
distribution. On the next stage, we started an observation of middle distentions of our 
researched parameters.

 The area of heterochromatin (q1 component) was 1043,6 pt (correspond 3,0 mm). 
We decided to limit our variables to be non-calibrated, which will be used in future, 
because we don’t see a reason for its adduction. In conditions of 30 min exposition of 
integral blood, follows the area decrease of q1, which on our conception are resemblances 
of processes, that follow special (but close) conditions in vitro with in vivo. The area of 
chromatin in 60 min interval came back to normal conditions. Optical parameters 
(mean, optical density, mode, median optical density, integral optic density. had similar 
dynamic with morphological parameters for all period.

Euchromatin (q4 component) characterized by decrease of area and tendency to 
increase its optical density. Those parameters of euchromatin we can count as lack of 
synthetic processes, combined with samples of blood placement in artificial environment. 
By doing so, experimental conditions are adequate to brought up tasks.

After 30-min hyperoxia, which was prevented by inhalation of a substance with 
35 % О2 is the beginning of complex changes in q1, q2, q4 component. In particular, 
area of heterochromatin increased on 206 % (3198,8±3924,4) by looking on the initial 
state. In q2 component there were no area changes, but chromatin became darker, which 
we can determine by looking at mode. As in heterochromatin, euchromatin also became 
bigger (from 253,525±800,98 in control group, to 1517,21±2821,8). We mean that 
hyperoxia presents us total depression of chromatin. 

On the 60th min of compound, with high doses of О2 inhalation, we observed  
a recurrence of an area and optical density of heterochromatin after 30-min exposition 
in hyperoxia in vivo. With this, we can point out that with euchromatin condensation we 
deduct a hyperchromasia. But the most significant changes in the morphological 
structure was area, in the component q2 – it’s increase by 2 times (to 3543,3±4584,0). 
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We can suggest that this whole process is about chromatin remodeling, by q1 and q2 
conduction into perigranular chromatin (q2), that consist of regulation properties.

After 30–60 min interval of PHA injection, with confirmation of 30 min q2 
component hyperoxia, possibly, it’s capable to increase her regulator functions and/or 
protein synthesize, by examining of area increase (3098,7±6111,6) with hyperchromasia 
(to 104,7±40,5). But also an euchromatin decreased it’s area in those conditions, 
particularly with it’s decrease of paint-conjuring abilities. This whole process we can 
analyze as pre-mitotic. But on the other hand, active O2 could have been a main factor 
that have succeeded in disrupt of internucleus (possibly, hydrogen) link.

Comparison analysis between 30 and 60 min hyperoxia, with 60 min usage of PHA, 
could help us discover next features. The further application of active O2 revealed us 
unspecific changes. On the first side it was the increase of chromatin area (q1), decrease 
of periglanular chromatin (q2) and euchromatin increase by 46 %. But on the other side, 
this state of cell and the original state look similar, but excluding periglanular zone of 
heterochromatin, percentage of which was 116 % more than 60 min hyperoxia.

Conclusion. We analyzed T-lymphocyte reactions to PHA and hyperoxia, by 
determining their changes in morphological and optical parameters, to have a clear view 
on T-lymphocytes ability to change in those conditions. 

Our results indicate that the oxygen tension influence upon the blast-cell 
transformation of human T-lymphocytes to specific mitogens. The chromatin quantity 
and its activity statistically increase in the early stage and return to initial state in the 
later stage of hyperoxia. 

We speculate, that the increased rate of transcriptional activity indicates that the 
early stage of the hyperoxia initiate specific gene activation. Besides, the T-cells may be 
involved in the human reaction, which can be caused by inhalation anesthetics.
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O. AVRUTINA 

CUBE-OCTAMERIC SILSESQUIOXANES:  
NANOSCAFFOLDS FOR DRUG DELIVERY AND TUMOR IMAGING

Technische Universität Darmstadt, Darmstadt, Germany

Nanomaterials and nanoparticles with tailor-made functionalities attract growing 
interest in the fields of gene therapy, DNA protection, or cancer targeting [1, 5]. In 
molecular oncology, they enable cell penetration acting as modules for drug delivery 
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into tumor cells. In vivo, the enhanced permeability and retention effect as well as the 
leaky vasculature of cancer cells result in a passive targeting of nanoparticle-delivered 
drugs. Size, shape, surface charge, and the functional groups of a nanoparticle control 
its interaction with biological systems. Thus, the functionality but also the toxicity of 
nanoparticle-based delivery units strongly depends on their design. To date, a wide 
range of cell membrane-permeable nanoparticles has been developed, among them 
core-shell fluorescent, mesoporous dye-doped, TAT-peptide-conjugated silica nano
particles (SNP) and nanovalves. 

Cube-octameric silsesquioxanes (COSS) can be considered as special members of 
the SNP family. They are highly symmetric molecules of pico dimension comprising  
a 500 pm silica core that is decorated with organic ligands [2, 3]. COSS with pendant 
azide, aminooxy, vinyl, thiol or amine functionalities allow for the presentation of 
biomolecules such as carbohydrates, peptides, and miniproteins using the respective 
conjugation chemistry [2, 3]. Thus, up to eight ligands can be covalently attached to the 
silsesquioxane scaffold [3].

Among others, COSS carrying either lysine dendrimers or poly(2-dimethlyamino)
ethyl methacrylate chains, respectively, have been reported as DNA delivery systems 
into cells [3, 4]. In addition to nanoparticles that contain large and branched side chains 
extending from the inorganic silica core, cell-penetrating COSS derivatives have been 
described that bear relatively short arms, i. e. an isobutyl or aminopropyl side chain [3]. 
Based on these findings, the general applicability of octaamino COSS as a very small 
nanoparticle drug carrier was postulated, albeit an experimental proof is still missing. 

Herein, we investigated the applicability of octaamino COSS nanoparticles as a delivery 
system for targeting a peptidic cargo molecule to the nucleus of human HeLa cancer 
cells (Fig. 1) [4].

As a model peptide for cargo delivery a 16-mer peptide SAVLQKKITDYFHPKK was 
chosen that is known to bind an abundant nuclear protein, the proliferating cell nuclear 
antigen (PCNA). PCNA is an essential component of the DNA replication and repair 
machinery and plays a fundamental role in cell proliferation and genome stability. Tumor 
theranostic-related research in this field is concentrated on the development of a cancer 
biomarker based on the immunostaining of cancer-associated PCNA isoforms and the 
inhibition of DNA replication via binding of peptidic ligands to PCNA. The peptide 
mentioned above is derived from protein p21Cip1/Waf1 that is known to bind PCNA, thus 
playing a crucial role in regulating its activity. An oligopeptide comprising the PCNA 
binding sequence of p21Cip1/Waf1 was delivered into C2C12 mouse myoblast cells via TAT-
mediated transduction. It caused cell cycle arrest indicating direct interference with 
protein/protein interaction that is crucial for DNA replication and repair. 

For initial experiments, a single corner of the octaamino COSS particle was 
modified with a C-terminally fluorescein-labeled Cys-bAla dipeptide and human HeLa 
cells were incubated with the resulting conjugate (20  µM) for 30 min. Confocal 
microscopy studies revealed the distinct accumulation of silsesquioxanes in the multiple 
nucleoli of HeLa cells and also, to a lower extent, throughout the nucleoplasm and 
cytoplasm. Due to their small size, the transit of COSS derivatives (700–800 pm) 
through the nuclear pore complex with an internal diameter of about 30 to 50 nm might 
be achieved by passive diffusion. The observed accumulation in the nucleoli could be 
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enhanced via electrostatic interactions of positively charged SNPs and phosphate-rich 
RNA.

After having confirmed intracellular and nuclear accumulation of COSS, the p21-
derived peptide was covalently attached to a single-corner cysteine-modified octaamino 
COSS through a reversible disulfide bond (Fig. 1). Being sensitive to reducing conditions 
inside living cells, the disulfide bond is well known to dissociate after cell penetration 
thereby releasing the attached cargo molecule from the carrier. An additional fluorescein 
moiety was introduced into this hybrid construct allowing for live-cell confocal 
microscopy studies (Fig. 2).

Release of a peptide from a disulfide-bound cell-penetrating peptide carrier in the 
reducing milieu of a cell is a process that occurs relatively fast. This is corroborated by our 
finding that the fluorescently labeled nanoparticle 5 is predominantly found in the nucleus 
while the COSS-bound labeled peptide 3 is also detected in the cytoplasm 30 min after 
incubation, which indicates a release from the carrier. Hence, it is most likely the liberated 
peptide 3 that interacts with PCNA rather than the COSS-peptide complex 4.

In conclusion, a COSS derivative was synthesized which comprised a siloxane core 
with seven pendant aminopropyl groups and a peptidic ligand attached to one cage 

Fig. 1. Synthesis of a biodegradable COSS-peptide conjugate 4. The sequence of a p21Cip1/Waf1 -based 
peptide cargo is shown using a one-letter code; SPPS – solid phase peptide synthesis (a); Studies in 
HeLa cells using 4 are depicted as cartoon. 4 was applied to the extracellular medium (ECM) and 
penetrated the cell outer membrane. In the intracellular medium (ICM) the nanoparticle was 
accumulated in the nucleoli allowing for the targeting of the nucleus abundant protein PCNA (b); 
HPLC traces (220 nm, 25 % → 50 % aq. CH3CN in 20 min) recorded upon the synthesis of 4 (c); 
High-resolution mass spectrometric isotopic pattern; calc. for 4 C158H246N35O45S3Si8 (5 +): 734.7065, 

meas. 734.7077 (d)



11

corner through a reversible disulfide bond. This architecture allowed for the penetration 
of human cells and peptide accumulation in the cell nucleus. Nuclear drug targeting was 
demonstrated in HeLa cells using a fluorescently labeled p21Cip1/Waf1‑derived peptide as 
a COSS cargo, which selectively bound PCNA, a protein involved in DNA replication 
and repair. In perspective, it might be interesting to study the octaamino COSS uptake 
mechanism in further detail by AFM and fluorescence microscopy studies on artificial 
lipid membranes and cells. Finally, it remains to be elucidated whether silsesquioxane-
based cargo delivery allows for the targeting of other proteins both in the nucleus and 
cytoplasm.
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Проблема венозных тромбозов сосудов нижних конечностей продолжает оста
ваться одним из наиболее важных аспектов современной медицины, а вопросы их 
развития, профилактики и лечения, на протяжении полутора веков привлекаю-

Fig. 2. Micro-irradiation at the circle position (1.2 sec) of a HeLa cell using a 405 nm laser (a); Co-
localization of 3 and PCNA after cell incubation with 4 for 30 minutes at 37 °C. PCNA is recruited to 
repair micro-irradiated damaged DNA (b–d); Fluorescence signal of 3 (green) (b); Fluorescence 

signal of red fluorescent protein labeled PCNA (c); d – Overlay of b and c
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щие внимание исследователей, все еще не решены и дискуссионны во многих 
аспектах. 

Тромбоз глубоких вен (ТГВ) конечностей в настоящее время представляет со-
бой один из основных источников венозных тромбоэмболических осложнений, 
которые варьируют от опасной для жизни тромбоэмболии легочной артерии 
(ТЭЛА) до снижающей качество жизни посттромботической болезни. Такие ос-
ложнения заболевания, как посттромбофлебитическая болезнь и возникающая  
в результате хроническая венозная недостаточность, приводят к значительным 
материальным затратам на лечение пациентов [1]. 

Наиболее важной стратегией лечения как острых, так и хронических тромбо-
зов в настоящее время является восстановление кровотока по магистральным со-
судам, предупреждение развития опасных для жизни и нормальной жизнедея-
тельности осложнений. В этом плане одной из главных проблем является удаление 
тромба из просвета сосуда. Для решения этой задачи используются консерватив-
ные (медикаментозные), хирургические и эндоваскулярные методы лечения.

Медикаментозный тромболизис на сегодняшний день является наиболее рас-
пространенным методом реканализации. Метод основан на растворении тромба  
с помощью ферментативных тромболитических препаратов. Раньше других в прак
тике тромборазрушения стал использоваться препарат стрептокиназы (СТК).

Несмотря на высокую эффективность в тромборазрушении, тромболитиче-
ская терапия имеет ряд ограничений: высокая частота развития рестенозов; уз-
кий временной интервал эффективного проведения тромболитической терапии; 
низкая скорость тромболизиса (максимальный эффект наблюдается через 45 мин); 
наличие противопоказаний для проведения тромболитической терапии стрепто-
киназой (желудочно-кишечные кровотечения в анамнезе, перенесенный геморра-
гический инсульт, диагностированная опухоль мозга; стойкое повышение САД 
более 200 мм рт. ст. или ДАД более 100 мм рт. ст. и т. д.), жизнеопасные кровоте-
чения, прежде всего инсульт (от 3,9 до 60 %), реже – случаи почечной недостаточ-
ности (4–9 %), дистальные эмболии (1,9–16 %). 

Учитывая вышеизложенное, актуальной является разработка новых методов 
лечения тромбоза, использование которых позволило бы преодолеть недостатки 
ныне существующих. 

В последние годы во всем мире проводятся интенсивные исследования по 
разработке систем локальной доставки (Drug Delivery Systems, DDSs) тромболи-
тиков к месту тромбоза [2]. Применение нанотехнологических подходов создания 
DDS заключается в создании биосовместимых микро- и наноразмерных частиц 
для обеспечения целенаправленного поступления лекарственных веществ ис-
ключительно в определенные органы и ткани, что повысит эффективность лече-
ния и минимизирует побочные эффекты. Одними из носителей тромболитиче-
ских препаратов были предложены липосомальные формы стрептокиназы [3].

Вместе с тем, несмотря на достаточное количество работ, тромболитическая 
эффективность липосомальных форм сегодня изучена недостаточно тщательно. 
При ознакомлении с доступной нам научной литературой найдено всего несколь-
ко литературных источников. Одна из работ [4] посвящена изучению in vitro ли-
зиса тромба липосомальной формой тканевого активатора плазминогена (ТАП). 
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Для оценки активности ТАП авторы изучали концентрацию и распределение 
препарата до 30 мин и через 1, 2, 4, 6, 9 ч на образцах крови из бедренной артерии. 
Для исследования выхода препарата рассматривался временной интервал 24 ч. 
Показано, что выход in vitro ТАП, находящегося в составе липосом, протекает  
в течение 24 ч. Первичный выход ТАП из частиц составил 55 % в течение 0,5 ч, 
затем наблюдалось непрерывное высвобождение препарата до 24 ч. 

Целью нашего исследования явилось изучение тромболитического действия 
липосомальных форм стрептокиназы в сравнении со свободной формой препара-
та на модели острого венозного тромбоза у крыс.

Материалы и методы. Для получения липосом смесь яичного фосфохолина 
(Sigma) и холестерина (Acros Organics) в молярном соотношении 2 : 1 растворяли  
в небольшом объеме хлороформа при нагревании, а затем выпаривали раствори-
тель до получения однородной пленки. Затем добавляли бидистиллированную 
воду, содержащую 40 ммоль/л глюкозы, до концентрации липидов 5 мг/мл и под-
вергали ультразвуковому воздействию в течение 1–2 мин. Полученную суспен-
зию лиофилизировали, после чего добавляли раствор стрептокиназы (РУП 
«Белмедпрепараты») из расчета 22,5 тыс. ЕД/мг липосом, проводили три цикла 
замораживания-оттаивания и снова лиофилизировали. При этом степень включе-
ния белка в липосомы составила ~75 %.

Эксперименты были поставлены на 34 беспородных самцах крыс массой 320–
350 г. Моделирование тромба проводили путем введения в яремную вену на 
участке длиной 1 см, ограниченном лигатурами, 0,1 мл раствора тромбина с до-
полнительным пережатием сосудистой стенки корнцангом в течение 5–10 с. 
Общее время формирования тромба составило 30 мин. Все животные были раз-
делены на три группы. Первым двум группам в хвостовую вену вводили препа-
рат стрептокиназы в течение 1 мин: 1-я группа – липосомальная форма (n = 14); 
2-я группа – свободная форма (n = 14). Для достижения независимого от видовой 
специфичности животных соответствующего эффекта воздействия СТК на тромб 
вводился человеческий плазминоген в дозе 3,3 мг/кг. В контрольной группе (n = 6) 
введение препаратов не проводили. Дозу стрептокиназы вводили из расчета  
150 тыс. ЕД/кг. Время наблюдения после формирования тромба составило 2 ч и 24 ч. 
После выведения животных из эксперимента путем внутривенного введения эта-
минала натрия фрагменты участка вены зоны формирования тромба иссекали  
и готовили из них микропрепараты, которые окрашивались гематоксилином и эо-
зином. Морфометрический анализ гистологических препаратов проводился при 
помощи программно-аппаратного комплекса Leica-Qwin. Измерения проводили 
на увеличении 50 всему периметру каждого препарата. Определяли площадь 
тромба (S1), площадь просвета сосуда (S2), степень тромболизиса рассчитывали 
по отношению площади тромба к площади просвета (S1/S2). Результаты исследо-
ваний обрабатывали с помощью программного обеспечения STATISTICA 6.0 
(Version 6-Index, StatSoft Inc., США). Уровень доверительной вероятности р < 0,05 
рассматривали как статистически значимый. 

Результаты. У животных всех групп наблюдался тромбоз с формированием 
обтурирующего или субобтурирующего красного (эритроцитарного) тромба (рис. 1). 
Через 2 ч после введения липосомальной формы стрептокиназы степень тромбо-
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лизиса составила 83,4±6,3 %, что сопо-
ставимо со свободной формой препарата 
(90,2±5,8 %, p > 0,05). При морфологи-
ческом исследовании вены установлено 
освобождение просвета вены от тром-
ботических масс, при этом мелкие фраг
менты тромба, лишенные нитей фибри-
на, располагались свободно вдоль сосу-
дистой стенки (рис. 2). Через 24 ч после 
введения липосомальной формы стреп-
токиназы достоверных различий в сте-
пени тромболизиса по сравнению с 2 ч 
не наблюдалось (81,8±5,2  %, p  >  0,05). 
При введении свободной формы СТК, 
напротив, отмечено уменьшение пло-
щади свободного просвета сосуда напо-
ловину, степень тромболизиса состави-
ла 41,2±6,1  % (p  <  0,05). Кроме того,  
у одной (14,2  %) крысы через 24 ч на-

блюдали полную реокклюзию. В течение всего времени наблюдения в группе 
контроля не отмечались признаки лизиса красного тромба.

Результаты эксперимента показывают, что липосомальная форма стрептоки-
назы вызывает лизис красного тромба, который наблюдался через 2 ч и 24 ч после 
введения препарата в хвостовую вену. В краткосрочном периоде (2 ч) достовер-
ных различий в тромболитическом действии липосомальной и свободной форм 
препарата не отмечалось (83,4±6,3 и 90,2±5,8 % соответственно, p > 0,05). Через 
24 ч наблюдения (долгосрочный период) действие препарата сохранялось, о чем 
свидетельствует статистически незначимая динамика тромболизиса (уменьше-
ние с 83,4±6,3 до 81,8±5,2 %, p > 0,05). При этом отмечено превышение долгосроч-
ной эффективности липосомальной формы стрептокиназы по сравнению с обыч-
ной (свободной) формой препарата (81,8±5,2 и 41,2±6,1  % соответственно, 
p  <  0,05). Длительный тромболитиче-
ский эффект липосомальной формы мож
но объяснить наличием свободной СТК, 
которая активирует плазминоген и спо-
собствует первичному разрушению сгуст-
ка, а также постепенным непрерывным 
высвобождением препарата из липосом 
в течение 24 ч, способствующим под-
держанию стабильной концентрации 
стрептокиназы в крови.

Таким образом, использование в на-
шем случае липосомальной формы стреп
токиназы показало сопоставимую ди-
намику высвобождения СТК и ТАП  

Рис. 1. Тромбоз с формированием обтуриру-
ющего или субобтурирующего красного 

(эритроцитарного) тромба

Рис. 2. Освобождение просвета вены от тром-
ботических масс



в краткосрочном периоде. Высвобождение стрептокиназы из липосом через 2 ч 
составило 77–90 %, что привело к почти полному разрушению тромботической 
массы и реканализации просвета сосуда. Первичный выход тканевого активатора 
плазминогена из липосом составил 55 % в течение 30 мин, затем наблюдалось не-
прерывное (до 24 ч) высвобождение препарата 61–100 % [3]. В нашем случае на-
блюдалось практически полное разрушение тромботической массы и реканализа-
ция просвета сосуда с сохранением эффекта препарата через 24 ч (77–87 %).

При изучении действия липосомальной формы стрептокиназы нас интересо-
вали морфологические результаты. Временные интервалы 2 ч и 24 ч позволили 
оценить первоначальную краткосрочную и долгосрочную эффективность препа-
рата. В дальнейшем предполагается изучить фармакокинетику липосомальной 
формы стрептокиназы в эксперименте на образцах артериальной и венозной кро-
ви крыс и собак.

Выводы. Введение липосомальной формы стрептокиназы в дозе 150 тыс.  
ЕД/кг и человеческого плазминогена дозе 3,3 мг/кг в хвостовую вену крыс приво-
дит к почти полному разрушению тромботической массы с реканализацией про-
света сосуда в краткосрочном периоде (2 ч). Отмечена долгосрочная эффектив-
ность (до 24 ч наблюдения) липосомальной формы стрептокиназы по сравнению 
с обычной (свободной) формой лекарственного вещества.
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Достигнутый за последние несколько лет прогресс отражается в активном 
внедрении в клиническую практику методов клеточной терапии. Терапия стволо-
выми клетками стимулирует процессы неоангиогенеза и дифференцировки как 
собственных «тканевых депо» стволовых клеток, так и введенных извне стволо-
вых клеток в полноценные кардиомиоциты. Подобные процедуры позволяют 
улучшить перфузию миокарда, степень локальной и глобальной сократимости, 
препятствуют ремоделированию миокарда и процессам апоптоза клеток. Такой 
вид терапии получил название «клеточная кардиомиопластика» [1]. В клеточной 
кардиомиопластике используются различные виды малодифференцированных 
мультипотентных клеток для терапии сердечно-сосудистых заболеваний, преи-
мущественно ишемической болезни сердца, дилатационной кардиомиопатии  
и хронической сердечной недостаточности. 

Стволовые клетки представляют собой популяцию незрелых (недифференци-
рованных) клеток, способных к долгосрочному самовоспроизведению (самообнов-
лению) и дифференцировке в любой тканевой тип взрослого организма [1]. 
Существует понятие о примитивных стволовых клетках – эмбриональных, феталь-
ных стволовых клетках и стволовых клетках пуповинной крови [2]. Во взрослом 
организме выделяют постнатальные, или «взрослые», стволовые клетки, которые 
локализуются в различных органах, таких как костный мозг (мезенхимальные/
стромальные стволовые клетки – МСК, эндотелиальные прогениторные клетки  
и гемопоэтические стволовые клетки), жировая ткань и другие ткани и органы.  
В каждом органе и виде ткани существует свое собственное депо тканевых стволо-
вых клеток (клеток-предшественниц), которое активируется для дифференцировки 
при повреждении органа под действием определенных биологически активных ве-
ществ. В сердечной мышце такие клетки называются мышечными «клетками-са-
теллитами», однако известно, что способность к взаимной трансформации и ско-
рость превращения в органоспецифические клетки у данного пула очень низкие  
в связи с малочисленностью популяции в ткани и их гетерогенностью [3].

Из различных видов клеток наиболее перспективны трансплантация аутоло-
гичных МСК костного мозга и жировой ткани, где их содержание относительно 
велико. Применение этих клеток не имеет этических, юридических и организаци-
онных ограничений в заборе донорских клеток, а также устраняет необходимость 
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иммуносупрессивной терапии, которая обычно требуется после трансплантации 
эмбриональных и фетальных клеток. 

В клеточной кардиомиопластике в настоящее время существует неопреде
ленность в отношении эффективности использования МСК при лечении повреж-
дений миокарда. Остаются нерешенными большое количество вопросов. Какие 
виды клеток являются наиболее эффективными в отношении максимальной реге-
нерации миокарда? Какое количество процедур и в какие сроки должны быть вы-
полнены для достижения максимального лечебного эффекта? Какое количество 
клеток необходимо вводить? Какие методы контроля являются адекватными для 
оценки эффективности клеточной кардиомиопластики? На основании каких кри-
териев можно сделать вывод о том, что введенные в область поврежденного мио-
карда стволовые клетки трансформировались именно в кардиомиоциты, а не  
в клетки соединительной ткани или в клетки эндотелия? Одним из актуальней-
ших вопросов является также изучение отдаленных результатов и последствий 
такой терапии [1].

Цель исследования: оценить возможности электрокардиографии в оценке 
эффективности клеточной кардиомиопластики в эксперименте.

Материалы и методы исследования. Эксперименты выполнены на лабора-
торных крысах-самках (n = 76, m = 180–220 г). Вскрытие грудной клетки прово-
дилось под нембутал-уретановым наркозом (30 и 500 мг/мл соответственно)  
в дозе 0,2 мл/100 г массы крысы. При регистрации электрокардиограммы (ЭКГ) 
применяли вдвое меньшую дозу.

Животные были разделены на две группы: основная группа (ОГ) – крысы  
c экспериментальным инфарктом миокарда (ЭИМ), индуцированным интрамио-
кардиальным введением этилового спирта (70 % в дозе 10 мкл), и внутривенным 
введением МСК – недифференцированных (n = 14), дифференцированных 5-аза-
цитидином (n = 12) и кардиомиоцитов (n = 9); контрольная группа (КГ) крыс  
с ЭИМ, индуцированным интрамиокардиальным введением этилового спирта,  
и внутривенным введением физиологического раствора (ФР) (n = 12).

Для оценки состояния миокарда выполняли запись ЭКГ в I, II и III стандарт-
ных отведениях исходно, на 7-е и 37-е сутки после моделирования ЭИМ с помо-
щью аппаратно-программного комплекса для электрофизиологических исследо-
ваний, разработанного и сконструированного в ГНУ «Институт физиологии 
НАН Беларуси». Оценивались амплитуда зубцов Q, R, сегмента ST и длитель-
ность интервала RR, комплекса QRS. Данные вводили в компьютер через 12-раз-
рядный аналогово-цифровой преобразователь (ADC-100k/12–8, «Спецприбор», 
Минск), записывали и обрабатывали с помощью программы InputWin.

Стволовые мезенхимальные клетки выделяли из жировой ткани крыс по ме-
тодике P. A. Zuk и соавт. [6]. Фенотипически финальная культура содержала 96–
97  % CD44+ и CD109+ клеток и 1–2  % CD45+ клеток. Дифференцировка МСК  
в кардиомиоцитарном направлении осуществлялась с использованием 5-азацити-
дина по методике S. Makino и соавт. [7].

Статистический анализ был проведен с применением общепринятых методов 
математической статистики. Достоверность изменений и различий определялась 
путем расчета t-критерия Стьюдента, методом Фишера. Критический уровень 



18

значимости при проверке статистических гипотез принимался равным 0,05. 
Статистическая обработка материала проводилась с использованием программы 
Exсel 7.0. Данные в тексте представлены в виде: среднее значение ± средняя ошибка.

Результаты. Гибель животных на этапе введения в наркоз составила 10,5 %  
(n = 8), интраоперационная летальность – 19,7 % (n = 15). В раннем (7 сут.) после
операционном периоде зарегистрировано 3 (3,9 %) случая смерти. При введении 
дифференцированных 5-азацитидином МСК наблюдалась гибель 3 (3,9 %) крыс. 
В позднем периоде летальных исходов не наблюдалось. Таким образом, общая 
смертность составила 38,1 % (n = 29).

Формирование сердечной недостаточности в виде снижения активности жи-
вотных при передвижении по клетке наблюдалось через 7 сут. после ЭИМ у жи-
вотных обеих групп. 

Данные ЭКГ на 7-е сутки эксперимента подтверждали наличие крупноочаго-
вого инфаркта миокарда у 96 % (n = 48) прооперированных животных. 

При этом регистрировался циркулярный (n = 6), передний (n = 17), боковой  
(n = 12) и задний (n = 13) ЭИМ. Амплитуда Q-зубца увеличилась в среднем на 
128,9 мкВ (р < 0,001) по сравнению с исходными данными. Снижение R-зубца на 
286,2 мкВ (р  <  0,01) без изменения амплитуды Q-зубца происходило у 9 крыс. 
Частота сердечных сокращений на 7-е сутки ЭИМ достоверно не изменилась. 

Эволюция ЭИМ в КГ привела к достоверным изменениям ЭКГ на 37-е сутки 
по сравнению с данными на 7-е сутки: увеличилась амплитуда зубца R в ���������I�������� отведе-
нии на 146,7±78,6 мкВ (р < 0,01). Уменьшение амплитуды зубца Q в III отведении 
на 110,3±74,2 мкВ (р < 0,01) отражало, по всей видимости, реципрокные измене-
ния, так как преимущественное поражение миокарда у крыс контрольной группы 
наблюдалось в передней стенке левого желудочка. 

Введение МСК в острую стадию ЭИМ приводило не только к достоверному 
(р < 0,05) увеличению амплитуды зубца R, но и уменьшению рубцовой зоны ин-
фаркта миокарда. У 16 из 21 животного в основных группах наблюдалось сниже-
ние амплитуды зубца Q в соответствующей зоне ЭИМ (р < 0,05). Амплитуда зуб-
ца Q во II стандартном отведении на 30-е сутки после клеточной кардиомиопла-
стики с помощью МСК, обработанных 5-азацитидином, была достоверно 
(р < 0,001) меньше в сравнении с КГ (рисунок).

Динамика зубца Q ЭКГ на 7-е и 37-е сутки в спиртовой модели ЭИМ после внутривенного 
введения недифференцированных МСК (МСК), МСК, обработанных 5-азацитидином (5-аза 

МСК), или физиологического раствора (контроль)
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Отличий между животными контрольной группы и крысами, которым вводи-
ли недифференцированные МСК, по данным ЭКГ получено не было в связи с раз-
нородной зоной поражения у данной группы животных. 

Выводы

1. Внутривенное введение мезенхимальных стволовых клеток крысам через  
7 сут. после моделирования инфаркта миокарда сопровождается уменьшением 
рубцовой зоны инфаркта миокарда и нормализацией амплитуды зубца R.

2. Внутривенное введение дифференцированных в миокардиальном направ-
лении мезенхимальных стволовых клеток на 7-е сутки после моделирования ин-
фаркта миокарда сопровождается снижением амплитуды зубца Q через 30 сут. после 
клеточной кардиомиопластики.

3. Нормализация комплекса QRST после клеточной кардиомиопластики раз-
вивается более эффективно при внутривенном введении дифференцированных  
в миокардиальном направлении мезенхимальных стволовых клеток.
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Решение фундаментальных проблем раскрытия основных механизмов функ-
циональной организации ЦНС и понимание принципов управления движениями 
в норме и при патологических состояниях невозможны без анализа нисходящей 
интегративной активности центральных структур головного мозга к мотонейро-
нам и мышцам. Основные принципы формирования интегративной активности 
ЦНС установлены на рубеже XIX-XX вв. Ч. С. Шеррингтоном в его представле-
ниях о рефлексе как элементарной деятельности ЦНС и общем конечном пути, 
или «воронке», названной его именем. В середине XX в. Н. А. Бернштейн, иссле-
дуя биомеханику трудовых и спортивных движений, установил необходимые для 
построения движений принципы организации системы управления движениями: 
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