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Функциональная активность автономной нервной системы при различных
уровнях сознания у пациентов с повреждением головного мозга
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at Different Levels of Consciousness in Patients with a Brain Damage

Yury Yu. Kiryachkov1, Andrey V. Grechko1, Dmitry L. Kolesov1, Alexey. A. Loginov1, 
Marina V. Petrova1,2, Igor V. Pryanikov1, Inessa G. Shchelkunova1, Pranil Pradkhan2*

1 V. A. Negovsky Research Institute of General Reanimatology,
Federal Research and Clinical Center of Intensive Care Medicine and Rehabilitology

25 Petrovka Str., Build. 2, 107031 Moscow, Russia
2 Peoples’ Friendship University of Russia, Moscow
6 Miklukho-Maсlaya Str., 117198 Moscow, Russia

* Nepal

Цель — оценка уровня сознания у пациентов с повреждением головного мозга на основе электрофизио-
логического обследования функционального состояния автономной нервной системы путем регистрации па-
раметров вариабельности ритма сердца. 

Материал и методы исследования. В исследование включили 77 пациентов на 20-50-е сутки после че-
репно-мозговой травмы, аноксического повреждения, последствий острых нарушений мозгового кровообра-
щения. В качестве критериев нормы и патологии активности автономной нервной системы (АНС) приняли
следующие параметры вариабельности ритма сердца (ВРС) для 5-минутной записи: парасимпатическую ги-
перактивность (гипервагусное состояние) с 95% доверительными интервалами принимали в пределах значе-
ний для SDNN (стандартное отклонение от средней длительности всех синусовых R—R интервалов),
[41,5–149,3 мс]; для rMSSD (среднеквадратичное отклонение разности двух смежных отсчетов R—R кар-
диоинтервалов в мс), [42,4–175,0 мс]; для pNN50% (доля в % соседних синусовых R—R интервалов, которые
различаются более чем на 50 мсек), [8,14–54,66%]; для SI (стресс-индекс напряжения Баевского), [0—80 нор-
мализованных единиц н. е.]; симпатическую гиперактивность принимали в пределах значений для SDNN
[4,54—13,30 мс]; для rMSSD [2,25—5,77 мс]; для pNN50% [0—0,109%]; для SI >900 н. е.; Норма параметров
ВРС принималась в пределах значений для SDNN [13,31—41,4 мс]; для rMSSD [5,78—42,3 мс]; для pNN50%
[0,110—8,1%]; для SI [80—900 н. е.]. Для верификации гипервагусного состояния, симпатической гиперактив-
ности или нормы в указанных пределах принимали 3 из 4-х параметров. 

Результаты. У 40 (51,9%) пациентов из обследованных 77-и после повреждения головного мозга пара-
метры функциональной активности АНС находились в зоне патологических значений. Симпатическую ги-
перактивность выявили у 34-х пациентов и в 6-ти случаях зафиксировали гипервагусное состояние.
Патологические параметры HRV выявили у 80% пациентов при тяжелых формах нарушения сознания (ве-
гетативное состояние, кома), а при норме сознания — обнаружили лишь у 20% пациентов. 

Заключение. Компьютерный анализ вариабельности сердечного ритма — необходимый элемент обсле-
дования пациентов с различными уровнями сознания после повреждения головного мозга травматического
и нетравматического генеза. Частота патологических изменений со стороны функционального состояния ав-
тономной нервной системы достоверно нарастает в группах пациентов от нормального уровня сознания к со-
стоянию минимального сознания, вегетативному состоянию и коме. Основным вариантом патологии АНС в
группах пациентов находящихся в состоянии минимального сознания, вегетативном состоянии и коме яв-
ляется симпатическая гиперактивность. 

Ключевые слова: автономная нервная система; вариабельность сердечного ритма; синдром минимального
сознания; вегетативное состояние
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The purpose of the study — assessment of the level of consciousness in patients with a brain damage on the basis
of electrophysiological examination of the functional state of the autonomous nervous system by recording param-
eters of the heart rate variability (HRV). 

Materials and Methods. The study included 77 patients on Day 20—50 after a traumatic brain injury, anoxic injury,
consequences of acute cerebral circulation disorders. The following parameters of the HRV for a 5-minute recording
were accepted as criteria of norm and pathology of the autonomous nervous system (ANS) activity: (1) parasympathetic
hyperactivity (hypervagal state) values with 95% confidence intervals were recorded within the accepted values for
(a) SDNN (standard deviation of normal to normal R-R intervals), [41.5 —149.3 ms]; (b) rMSSD (root-mean-square
of the successive normal sinus R—R interval difference in ms), [42.4—175.0 ms];(c) pNN50% (percentage of successive
normal sinus RR intervals >50 ms), [8.14—54.66%]; (d) SI (Baevsky stress index), [0—80 normalized units, n. u.]; (2)
the sympathetic hyperactivity recordered within the range of values for (a) SDNN [4.54—13.30 ms]; (b) rMSSD [2.25—
5.77 ms]; (c) pNN50% [0—0.109%]; (d) SI >900 n. u.; (3) the normal value of ANS parameters were recordered within
the range of values for (a) SDNN [13.31—41.4 ms]; (b) rMSSD [5.78—42.3 ms]; (c) pNN50% [0.110—8.1%]; (d) SI
[80—900 n. u.]. For verification of the hypervagal state, sympathetic hyperactivity or normal state, at least 3 of 4 pa-
rameters should be within the specified limits. 

Results. In 40 (51.9%) of 77 patients examined after a brain damage, ANS functional activity parameters were
within the range of pathological values. The sympathetic hyperactivity was identified in 34 patients, and in 6 cases
the hypervagal state was diagnosed. Pathological parameters of HRV were found in 80% of patients with severe
forms of unconsciousness (vegetative state, coma), and only in 20% of patients with normal consciousness. 

Conclusion. The computer analysis of the HRV is a necessary element of examination of patients with different levels
of consciousness after a brain damage of a traumatic and non-traumatic genesis. The frequency of pathological changes in
the functional state of the autonomous nervous system increases significantly in groups of patients from the normal level
of consciousness to the state of minimal consciousness, vegetative state, and coma. The sympathetic hyperactivity is the
main type of ANS pathology in the groups of patients with minimal consciousness, in the vegetative state, and coma. 

Keywords: autonomous nervous system; heart rate variability; minimal consciousness syndrome; vegetative state
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Введение

Применяемые в настоящее время шкалы оцен-
ки сознания у пациентов с повреждением головного
мозга травматического и нетравматического генеза
(Glasgow, Four) используются для прогнозирования
летальности [1—8]. Однако по ним оцениваются
только поведенческие реакции пациентов (речь, дви-
жения, открывание глаз, рефлексы). В тоже время,
общеизвестно, что сбалансированная адаптационная
реакция автономной (вегетативной) нервной систе-
мы организма является ключевым моментом сохра-
нения устойчивости организма при развитии крити-
ческих состояний, в том числе и церебральной
недостаточности [9—13]. Патология данной функ-
циональной структуры организма приводит к разви-
тию осложнений системного характера, нарушению
системного и регионального кислородного гомеоста-
за, регуляции сосудистого тонуса, вторичным
повреждениям головного мозга, нутритивной недо-
статочности, проблемам, связанным с вертикализа-
цией и отменой искусственной вентиляции легких
(ИВЛ) («снятие с ИВЛ», weaning) [14, 15]. 

Цель исследования — оценка уровня созна-
ния у пациентов с повреждением головного мозга
на основе электрофизиологического обследования
функционального состояния автономной нервной
системы (АНС) путем регистрации параметров
вариабельности ритма сердца. 

Материал и методы
Критериями включения пациентов в исследование

являлись: возраст от 18 до 79 лет, повреждение головного

Introduction 

Currently used scales of assessment of conscious-
ness in patients with brain injury of a traumatic and
non-traumatic genesis (Glasgow, Four) are applied to
predict mortality [1—8]. However, only patients' be-
havioral reactions (speech, movements, eye opening,
reflexes) are evaluated by these scales. At the same
time, it is well known that a balanced adaptive reaction
of the autonomous (vegetative) nervous system is the
key to maintaining the stability of the organism in the
development of critical conditions, including cerebral
insufficiency [9—13]. A pathology of this functional
structure of the body leads to the development of sys-
temic complications, impairment of systemic and re-
gional oxygen homeostasis, regulation of vascular tone,
secondary brain damage, nutritive insufficiency, prob-
lems of verticalization and weaning [14, 15]. 

The purpose of this study was to assess the level
of consciousness in patients with a brain damage on
the basis of electrophysiological examination of the
functional state of the autonomous nervous system
(ANS) by recording parameters of the HRV.

Materials and Methods
There were the following inclusion criteria: age from

18 to 79 years; brain damage of a traumatic, vascular, and
anoxic genesis, at least 20 days from the onset of the disease.
Patients with acute brain disease were not included in the
study. The study was approved by the Ethics Committee of
the Federal Research and Clinical Center of Intensive Care
Medicine and Rehabilitology taking into account the state-
ments of the Declaration of Helsinki. There was no conflict
of interests. 

Травма
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мозга травматического, сосудистого, аноксического ге-
неза, не менее 20-и суток от начала заболевания. В иссле-
дование не включали пациентов в остром периоде
заболевания головного мозга. Исследование одобрено ко-
митетом по этике ФНКЦ РР с учетом параграфов Хель-
синской Декларации. Конфликт интересов отсутствовал. 

В исследование, выполненное на 20—50-е сутки
после черепно-мозговой травмы, развития патологии го-
ловного мозга нетравматического генеза (аноксическое
повреждение; последствия оперативных вмешательств и
острых нарушений мозгового кровообращения) включили
77 пациентов, находившихся в клинике ФГНБУ ФНКЦ
РР в период 2016—2017 гг. Мужчин было — 45, женщин —
32, средний возраст — 43,3±2,0 лет (рис. 1).

По нозологии пациентов распределили следую-
щим образом: последствия черепно-мозговой травмы
(ЧМТ), (n=45); последствия острого нарушения мозго-
вого кровообращения (ОНМК), (n=6); последствия
аноксического повреждения головного мозга (n=10); по-
следствия субарахноидального кровоизлияния (n=5);
последствия удаления опухоли или артерио-венозной
мальформации головного мозга (n=11). 

Оценку уровня сознания пациентов проводили по
шкале CRS-R – Coma Recovery Scale-Revised. Диагности-
ческими критериями данной шкалы являлись 6 субшкал:
1) Слуховой функции (0—4 балла); 2) Зрительной функ-
ции (0—5 баллов); 3) Моторной (двигательной) функции
(0—6 баллов); 4) Вербальной (оромоторной) функции
(0—3 балла); 5) Коммуникативной функции (0—2 балла);
6) Активации (возбуждения), (0—3 балла). Уровень со-
знания в баллах по данной шкале колеблется от 0 (кома),
до 23 (состояние ясного сознания). Подробности клини-
ческого применения шкалы CRS-R и ее дефиниции при-
ведены в публикации Giocino et al. (2002) [16]. 

Выделили 4 группы пациентов (табл. 1). 
Во всех группах проводили оценку функциональ-

ного состояния автономной (вегетативной) нервной си-
стемы на основе компьютерного анализа
вариабельности ритма сердца (ВРС) [17]. Оценку ВРС
проводили прибором Полиспектр-8 ЕХ (фирма Нейро-
софт, Россия) с протоколом беспроводной связи Blue-
tooth между кардиоанализатором и персональным
компьютером. В каждый период исследования анализи-
ровали не менее 300 кардиоинтервалов (параметры ВРС
вычисляли по соответствующим формулам распределе-
ния кардиоинтервалов). Определяли следующие пока-

77 patients who were in the clinic of Federal Research
and Clinical Center of Intensive Care Medicine and Reha-
bilitology over the period from 2016 until 2017 were in-
cluded in the study strating from the 20th—50th day after a
traumatic brain injury or a brain pathology of a non-trau-
matic genesis (anoxic damage; consequences of surgical in-
terventions and acute disorders of cerebral circulation).
There were 45 men and 32 women; the average age was
43.3±2.0 years (Fig. 1).

Based on the nosological entities, the patients were
distributed as follows: consequences of a craniocerebral in-
jury (CCI) (n=45); consequences of acute disorders of cere-
bral circulation (stroke), (n=6); consequences of anoxic
brain injury (n=10); consequences of subarachnoid hemor-
rhage (n=5); consequences of removal of a tumor or arterio-
venous malformations of the brain (n=11). 

The assessment of patients' level of consciousness was
carried out using the CRS-R scale (Coma Recovery Scale-Re-
vised). 6 subscales were diagnostic criteria of this scale: 1) au-
ditory function (0—4 scores); 2) visual function (0—5 scores);
3) m otor function (0—6 scores); 4) oromotor (verbal) func-
tion (0—3 scores); 5) communication function (0—2 scores);

Возрастной состав пациентов, включенных в исследование. 
Age of patients included in the study.
Примечание. Nomber of Patients – число пациентов; Age,
years — возраст, лет.

Parameters Values of parameters in groups
Group 1, n=10 Group 2, n=22 Group 3, n=40 Group 4, n=5

Consciousness clear minimal vegetative coma
Sex, M (F) 8 (2) 15 (7) 19 (21) 3 (2)
Median age, years 60.4±5.12 40.18±3.34 41.0±2.62 62.75±1.88
Nosology, n
— consequences of the brain tumor removal 3 4 3 1
— consequences of stroke 3 2 — 1
— consequences of a craniocervical injury 2 13 28 2
— anoxic brain injury 1 1 8 —
— consequences of subarachnoid bleeding 1 2 1 1

Таблица 1. Характеристика групп обследованных пациентов. 
Table 1. Characteristics of groups of tested patients.

Note. Для табл. 1—3: Parameters – параметры; Values of … in groups – значения … в группах; Consciousness — состояние сознания;
clear – ясное; minimal – минимальное; vegetative – вегетативное; coma – кома; Sex, M (F) — пол, м (ж); Median age, years — сред-
ний возраст, лет; Nosology – нозология; consequences – последствия; of the brain tumor removal — удаления опухоли головного
мозга; of stroke – ОНМК; of a craniocervical injury – ЧТМ; anoxic brain injury — аноксическое повреждение головного мозга; of
subarachnoid bleeding – субарахноидальное кровоизлияние.
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затели ВРС: SDNN – среднеквадратичное отклонение
R–R кардиоинтервалов в мс; rMSSD– среднеквадратич-
ное отклонение разности двух смежных отсчетов R–R
кардиоинтервалов в мс; pNN50% — долю R–R кар-
диоинтервалов в процентах, отличающихся от предыду-
щего более, чем на 50 мс; SI – стрессовый индекс
Баевского в н. е.; LF/HF-соотношение спектра низких
и высоких частот в н. е.; VLF спектр очень низких частот
в мс2; LF спектр низких частот в мс2 и %; HF спектр вы-
соких частот в мс2 и %. В качестве критериев нормы и
патологии активности АНС приняли следующие пара-
метры ВРС: парасимпатическую гиперактивность (ги-
первагусное состояние) с 95% доверительными
интервалами принимали в пределах значений для
SDNN [41,5–149,3 мс]; для rMSSD [42,4–175,0 мс]; для
pNN50% [8,14–54,66%]; для SI [0–80 н.е.]; симпатиче-
скую гиперактивность принимали в пределах значений
для SDNN [4,54—13,30 мс]; для rMSSD [2,25—5,77 мс];
для pNN50% [0—0,109%]; для SI >900 н. е.; норму па-
раметров функциональной активности АНС прини-
мали в пределах значений для SDNN [13,31—41,4мс];
для rMSSD [5,78—42,3 мс]; для pNN50% [0,110—8,1%];
для SI [80—900 н. е.]. Для верификации парасимпати-
ческой гиперактивности, симпатической гиперактив-
ности или нормы в указанных пределах должны быть
3 из 4-х параметров [18].

Статистическую обработку полученных данных
провели по программе Statistica 13 EN (StatSoft Russia,
StatSoft Inc., США), с использованием t-критерия Стью-
дента. Достоверными признавали различия при p�0,05. 

Результаты и обсуждение

Полученные по шкалам Glasgow, Four, Giocini
параметры уровня сознания представили в табл. 2.

Очевидно, что при оценке всех шкал получили
достоверное отличие состояния нормы сознания от
состояния минимального сознания, вегетативного
состояния и комы. Наибольшие дифференциальные
различия получили по шкале Giocini, где прослежи-
вается градация баллов с 22,9±0,09 (при норме созна-
ния) до 1,6±0,39 (кома).

У 40 (51,9%) пациентов из обследованных
77-и после повреждения головного и мозга в
результате ЧМТ, аноксии, ОНМК параметры
функциональной активности АНС находились в
зоне патологических значений [18]. Симпатиче-
скую гиперактивность выявили у 34-х пациентов
и в 6-ти случаях зафиксировали парасимпатиче-
скую гиперактивность. 

6) arousal (activation) function (0—3 scores). The level of con-
sciousness ranges from 0 (coma) to 23 (state of clear conscious-
ness) according to this scale scoring. Details of the clinical
application of the CRS-R scale and its definition are given by
Giocino et al. (2002) [16]. 

There were 4 groups of patients (Table 1). 
The functional state of the autonomous (vegetative)

nervous system was assessed in all groups on the basis of a
computer analysis of the HRV. [17]. The evaluation of HRV
was performed by the Polyspektr-8 EX apparatus (Neu-
rosoft, Russia) with the protocol of the wireless Bluetooth
connection between the cardioanalyzer and a personal com-
puter. In each study period, at least 300 R–R intervals were
analyzed (the HRV parameters were calculated according
to corresponding formulas of distribution of cardiac inter-
vals). The following HRV parameters were determined:
SDNN – standard deviation of normal to normal R–R in-
tervals, in ms; rMSSD– root-mean-square of the successive
normal sinus R–R interval difference, in ms; pNN50% — per-
centage of successive normal sinus R–R intervals >50 ms; SI –
Baevsky stress-index in n.u.; LF/HF-low frequency/high
frequency ratio in n.u.; VLF (very low frequency spectrum)
in ms2; LF (low frequency spectrum) in ms2 and %; HF (high
frequency spectrum) in ms2 and %. The following parameters
of the heart rate variability (HRV) were accepted as criteria
of norm and pathology of the ANS activity : parasympa-
thetic hyperactivity (hypervagal state) with 95% confidence
intervals was taken within the accepted values for SDNN,
[41.5–149.3 ms]; for rMSSD [42.4–175.0 ms]; pNN50%
[8.14–54.66%]; for SI [0—80, n.u.]; the sympathetic hyper-
activity was taken within the range of values for SDNN
[4.54—13.30 ms]; for rMSSD [ 2.25—5.77 ms]; for pNN50%
[0—0.109%]; for SI >900 n.u.; the normal value of ANS pa-
rameters were taken within the range of values for SDNN
[13.31—41.4 ms]; for rMSSD [5.78—42.3 ms]; for pNN50%
[0.110—8.1%]; for SI [80—900 n.u.]. For verification of the
parasympathetic hyperactivity, sympathetic hyperactivity
or norm, 3 of 4 parameters should be within the specified
limits.

Statistical processing of the obtained data was carried
out by means of the Statistica 13 EN software (StatSoft
Russia, StatSoft Inc., USA), using the t-test. Differences
were considered significant at P�0.05. 

Results and Discussion

Parameters of the level of consciousness obtained
according to the Glasgow, Four, and Giocini scales are
presented in Table 2.

It is obvious that the assessment of all scales
demonstrate a significant difference between the state
of the normal consciousness and the state of the min-

Scales parameters, score Values of parameters in groups
Group 1, n=10 Group 2, n=22 Group 3, n=40 Group 4, n=5

Glasgow 14,4±0,26 9,09±0,25* 6,88±0,12* 4,8±0,19*
Four 15,9±0,09 14,6±0,21* 10,6±0,24* 3,4±0,24*
Giocini 22,9±0,09 8,4±0,53* 5,07±0,36* 1,6±0,39*

Таблица 2. Параметры уровня сознания обследованных пациентов по шкалам Glasgow, Four, Giocini, M±m.
Table 2. Parameters of Glasgow, Four, Giocini scales of consciousness level of patients included in the study, M±m.

Note. For Table 2, 3: patient groups: 1 — normal level of consciousness; 2 — state of minimum consciousness; 3 — vegetative state;
4 — coma.* — P<0.001 vs. Group 1.
Примечание. Score – баллы. Для табл. 2, 3: группа 1 – пациенты с нормальным уровнем сознания; группа 2 – пациенты в со-
стоянии минимального сознания; группа 3 – пациенты в вегетативном состоянии; группа 4 – пациенты в коме. * — p<0,001 в
сравнении с группой 1.
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Патологические параметры ВРС (табл. 3)
выявили в большинстве случаев при тяжелых фор-
мах нарушения сознания (вегетативное состояние,
кома) у 32-х (80%) пациентов, а при более легких
нарушениях сознания (минимальное сознание) и
при норме сознания — обнаружили всего у 20%
пациентов. Обратную зависимость выявили при
анализе нормальных значений ВРС: тяжелые
формы нарушения сознания (вегетативное состоя-
ние и кома) найдены всего у 12 (32,4%) пациентов,
а при более легких формах нарушения сознания
(минимальное сознание, норма сознания) нор-
мальные параметры ВРС регистрировали у 25-и
(67,6%) пациентов. В подавляющем большинстве
случаев, нормальные значения функциональной
активности АНС регистрировали у пациентов с
нормальным уровнем сознания. Так, в 1-й группе
(норма уровня сознания, n=10), у 90% пациентов
— норма ВРС, и всего у 1-го пациента (10%) зафик-
сировали симпатическую гиперактивность. В 2-й
группе (состояние минимального сознания, n=22),
7 (31,8%) пациентов имели патологическое функ-
циональное состояние АНС в виде симпатической
гиперактивности. В 3-й группе (вегетативное
состояние, n=40), число пациентов с патологиче-
ским функциональным уровнем активности АНС
составило 28 (70%), из них 26 – с симпатической
гиперактивностью (из подгруппы 3А, табл. 3), 2 –
с парасимпатической гиперактивностью (из под-
группы 3В, табл. 3). Нормальные значения ВРС
имели 12 (30%) пациентов. В 4-й группе (уровень
сознания – кома, n=5) 80% пациентов имели пато-

imum consciousness, vegetative state and coma. The
greatest differential differences were obtained using
the Giocini scale, where the gradation of scoring from
22.9±0.09 (normal consciousness) to 1.6±0.39 (coma)
was observed.

In 40 (51.9%) of 77 patients examined after a
brain damage resulting from the craniocervical injury
and stroke, ANS functional activity parameters were
within the range of pathological values [18]. The sym-
pathetic hyperactivity was identified in 34 patients,
and in 6 cases the parasympathetic hyperactivity was
diagnosed. 

Pathological parameters of the HRV (Table 3)
were found in most cases of severe forms of impair-
ment of consciousness (vegetative state, coma) in 32
(80%) patients; and in the case of less severe impair-
ment of consciousness (minimal consciousness) and in
the case of normal consciousness they were found only
in 20% of patients. The inverse dependence was found
in the analysis of normal values of HRV: severe forms
of impairment of consciousness (vegetative state and
coma) were found in only 12 (32.4%) patients; and in
the case of less severe forms of impairment of con-
sciousness (minimal consciousness, normal conscious-
ness), normal parameters of HRV were found in 25
(67.6%) patients. In the vast majority of cases, normal
values of the ANS functional activity were found in
patients with a normal level of consciousness. For ex-
ample, in the group 1 (normal level of consciousness,
n=10), 90% of patients presented normal HRV, and
only 1 patient (10%) presented sympathetic hyperac-
tivity. In the group 2 (state of minimal consciousness,

Таблица 3. Параметры временного и спектрального анализа вариабельности ритма сердца обследованных паци-
ентов (M±m).
Table 3. Parameters of time domains and spectral analysis heart rate variability in study groups of patients (M±m).

Note. Subgroup 3A – patients in a vegetative state with paroxysmal sympathetic hyperactivity; subgroup 3B – patients in a vegetative
state with hypervagal reaction; SDNN – standard deviation of normal to normal R–R intervals, ms; rMSSD – root-mean-square of
the successive normal sinus R–R interval difference, ms; pNN50% — percentage of successive normal sinus R–R intervals >50 ms;
Triangular index(TrI) — triangular index in n. u.; HF high frequency spectrum, ms2; LF low frequency spectrum, ms2; LF/HF — low
frequency/high frequency ratio, n. u.; VLF very low frequency spectrum, ms2. * — P<0.05;** — P<0.01;*** — P<0.001 vs. Group 1.
Примечание. Подгруппа 3А – пациенты в вегетативном состоянии с гиперсимпатикотонией; подгруппа 3B – пациенты в веге-
тативном состоянии с гипервагусной реакцией. SDNN – среднеквадратичное отклонение R–R кардиинтервалов в мс; rMSSD –
среднеквадратичное отклонение разности двух смежных отсчетов R–R кардиинтервалов в мс; pNN50% — доля R–R кардиин-
тервалов в процентах, отличающихся от предыдущего более чем на 50 мс; Triangular index(TrI) — коэффициент треугольности
в н. е.; HF – спектр высоких частот в мс2; LF – спектр низких частот в мс2; LF/HF- соотношение спектра низких и высоких
частот в н. е.; VLF – спектр очень низких частот в мс2. * — p<0,05;** — p<0,01;*** — p<0,001 в отличие от группы 1.

Parameters Values of parameters in groups
Group 1 n=10 Group 2 n=22 Group 3 n=40 Group 4 n=4

Subgroup 3А n=26 Subgroup 3B n=14
SDNN, msec 21.7±5.34 22.4±3.04 8.12±0.88*** 48±0.99*** 8.2±2.17***
rMSSD, msec 9.3±0.89 12.7±3.66 3.88±0.36*** 59±17.9** 4.6±1.08**
РNN50, % 0.155±0.09 4.01±2.74 0.009±0.007** 24.3±10.3* 0
S.I. n. u. 476.2±79.3 715±174.8 2155±269.4*** 94.2±17.7 1868±525*
LF/HF n. u. 4.38±1.46 4.67±1.1 5.39±0.906 0.94±0.76* 3.01±0.92
VLF, ms2 767±564.7 534±102.7 110.1±35.3 375±196.7 62.3±17.5
LF, ms2 99.0±29.0 129.7±35.6 22.9±3.5* 626±496.7 15.4±5.35*
HF, ms2 32.5±4.17 184±112.5 5.1±0.83*** 695±38.8*** 7.62±3.62**
VLF, % 63.8±5.78 71.1±3.77 70.58±3.02 20.7±3.59*** 72.6±7.1**
LF, % 22.1±3.69 16.6±1.98 22.3±2.62 30.1±17.6 19.04±5.61
HF, % 13.8±3.69 12.09±3.43 6.63±1.17 49.2±21.2 8.1±2.05
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логию функциональной активности АНС. Досто-
верные отличия по электрофизиологическим пара-
метрам ВРС получили между группами пациентов
с нормой уровня сознания и пациентами находив-
шимися в вегетативном состоянии и коме (соответ-
ственно, 1-я и 3-я и 4-я группы пациентов). Досто-
верных отличий по параметрам ВРС между
группой пациентов находящихся в состоянии
нормы уровня сознания (1-я группа) и группы
пациентов в состоянии минимального сознания (2-я
группа) не получили, что возможно указывает на
восстановление центральной (гипоталамической)
функциональной активности АНС и может слу-
жить хорошим прогностическим признаком.

Травматическое повреждение головного
мозга (TBI), острое нарушение мозгового кровооб-
ращения, являются одними из основных причин
смерти и тяжелой инвалидности во всем мире [19].
При этом неврологическая оценка — необходимый
элемент дифференцировки пациентов в отделении
интенсивной терапии. Определение уровня созна-
ния по шкалам Glasgow, Four, Giacino предполагает
подсчет различных симптомов в ответ на стимулы
внешней среды (боль, речь, свет и т.п.). Субъектив-
ный характер данных методик признается многими
исследователями, зависит от опыта врача. В целях
увеличения точности зачастую прибегают к вычис-
лению среднего результата по оценкам уровня
сознания пациента несколькими медицинскими
работниками, что затрудняет общую интерпрета-
цию результата [2]. Кроме того, с учетом известных
проблем данных шкал сознания предлагается их
модифицировать, исключая, оценку моторного
дефицита (так называемый бинарный метод при-
менения шкалы Glasgow) [20]. Существенной про-
блемой определения уровня сознания с позиций
неврологического и психологического подхода
является отсутствие регистрации биохимических,
гематологических, электрофизиологических пара-
метров, что не позволяет определять структурные
и функциональные патологические изменения
головного мозга. В тоже время, накапливаются
данные, что автономная дисфункция присутствует
при повреждениях головного мозга и служит пока-
зателем состояния, исхода, функциональной неза-
висимости пациентов. В исследовании Esterov D.
et al. (2017) показано, что автономная дисфункция
при травме головного мозга вызывает нарушение
функции комплекса органов и увеличивает пока-
затели летальности [11]. Авторами найдено, что
явления дисфункции АНС (на основании анализа
вариабельности ритма сердца) сохраняются и
после коррекции клинических симптомов ЧМТ.
Hilz M. J. и соавт. (2017) провели оценку ВРС у
пациентов с легкой, средней и тяжелой степенями
повреждения головного мозга [12]. Авторы иссле-
довали спектральные характеристики ВРС с опре-
делением симпатического высокочастотного спек-
тра (LF) и парасимпатического низкочастотного

n=22), 7 (31.8%) patients had a pathological func-
tional condition of the ANS in the form of sympathetic
hyperactivity. In the group 3 (vegetative state, n=40),
the number of patients with a pathological functional
level of the ANS activity was 28 (70%), 26 of whom
had sympathetic hyperactivity (subgroup 3A, table 3),
and 2 patients had parasympathetic hyperactivity
(subgroup 3B, table 3). Normal HRV values were
found in 12 (30%) patients. In the group 4 (coma,
n=5) the number of patients with a pathology of the
ANS functional activity was 80%. Differences in the
electrophysiological parameters of the HRV between
groups of patients with the normal consciousness
(group 1) vs. patients who were in the vegetative state
(group 2) and coma (group 3) were significant. To the
contrary, no significant differences in HRV parameters
between the group of patients with normal conscious-
ness (group 1) and the group of patients in the state
of minimal consciousness (group 2) have been ob-
tained. The latter may be due to the recovery of the
central (hypothalamic) functional activity of the ANS
and can serve as a good prognostic sign.

The traumatic brain injury (TBI) and an acute
cerebral circulation disorder are among the leading
causes of death and severe disability worldwide [19].
At the same time, the neurological evaluation is a nec-
essary element of differentiation of patients in the in-
tensive care unit. The assessment of the level of
consciousness using Glasgow, Four, and Giocini scales
involves the calculation of various symptoms in re-
sponse to the environmental stimuli (pain, speech,
light, etc.). The subjective nature of these techniques
is recognized by many researchers and depends on
doctor's experience. In order to increase the accuracy,
the average result based on scoring of patient's level
of consciousness by several healthcare professionals is
often calculated, which complicates the overall inter-
pretation of the result [2]. In addition, taking into ac-
count the known problems of these scales, it is
proposed to modify them by excluding the evaluation
of the motor deficiency (a so-called binary method of
application of the Glasgow scale) [20]. Lack of regis-
tration of biochemical, hematological, and electro-
physiological parameters that limits the
understanding structural and functional pathological
changes in the brain poses a significant problem in de-
termining the level of consciousness from the stand-
point of neurological and psychological approaches.
At the same time, there are data on the autonomous
dysfunction in a brain damage that may serve as an m
marker of the state, outcome, and functional inde-
pendence of patients. In a study of Esterov D. et al.
(2017) it was shown that the autonomous dysfunction
in a brain injury caused impairment of the organ com-
plex function and increases mortality rates [11]. The
authors found that the manifestations of the ANS dys-
function (on the basis of the analysis of the heart
rhythm variability) are persisted even after correction
of clinical symptoms of CCI. Hilz M. J. et al. (2017)
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спектра (HF), соотношения LF/HF, нормализован-
ных единиц LF и HF ВРС спектра и данные
сравнены между группами в покое и при вертика-
лизации. Авторы нашли корреляцию параметров
автономной нервной системы и уровня шкалы
комы Глазго (p<0,05). Шкала комы Глазго корре-
лировала позитивно с LF, LF/HF и негативно — с
HF. Mirow S. и соавт. (2016), показали, что анализ
ВРС позволяет выполнить оценку координации
структурных (анатомических) и функциональных
систем организма [21]. Параметры ВРС суммиро-
ваны и сравнены с неврологическим статусом.
Патологический нистагм коррелирует со снижени-
ем SDNN на 25%. Повышение симпатической моду-
ляции ассоциируется с уровнем тревожности –
рост LF/HF на 19%. Эти данные свидетельствуют
о необходимости оценки дисфункции АНС при
обследовании пациентов после ЧМТ. Osteraas N. D.
и соавт. (2017) в обзорной статье показывают кли-
ническое значение оценки взаимодействия АНС и
кардиоваскулярной систем [13]. 

Стресс-обусловленная кардиомиопатия, обу-
словленная нарушением взаимосвязи мозг-сердце,
встречается при многих состояниях, и, в особенно-
сти, при травме головного мозга, приводя к симпа-
тической гиперактивности. Введено понятие
«пароксизмальной симпатической гиперактивно-
сти», которое встречается у пациентов после травм
головного мозга с большой частотой (PSH Parox-
ysmal sympathetic hyperactivity). При PSH наблю-
дается целый каскад одновременно возникающих
неблагоприятных симптомов: тахикардия, тахип-
ноэ, гипертензия, лихорадка, дистония мышц,
гипергидроз, что вместе взятое ухудшает сомати-
ческий статус пациентов, неврологический про-
гноз, реабилитацию. Пациенты с симптомами PSH
имеют худший нутритивный статус, у них чаще
развиваются инфекционные осложнения, дли-
тельнее пребывание в отделениях интенсивной
терапии, достоверно выше летальность [22—25].
PSH вызывает существенно нарушает гомеостаз и
приводит к вторичному, кумулятивному повреж-
дению головного мозга. Именно симпатическая
гиперактивность и является основным патологи-
ческим изменением функциональной активности
АНС у пациентов в вегетативном состоянии и в
состоянии комы. Очевидно, что оценка дисфунк-
ции АНС — необходимый и обязательный элемент
обследования пациентов после ЧМТ, аноксии
головного мозга, последствий периоперационных
осложнений.

Заключение

Компьютерный анализ вариабельности сер-
дечного ритма — необходимый элемент обследова-
ния пациентов с различными уровнями сознания
после повреждения головного мозга травматиче-
ского и нетравматического генеза.

assessed the HRV in patients with mild, moderate and
severe degrees of brain damage [12]. The authors in-
vestigated the spectral characteristics of the HRV de-
termining the sympathetic high-frequency spectrum
(LF) and parasympathetic low-frequency spectrum
(HF), the LF/HF ratio, normalized units of the LF
and HF HRV spectrum. The groupsincluding patients
at a rest and during verticalization were compared.
The authors found a correlation between the parame-
ters of the autonomous nervous system and the con-
sciousness level determined by a Glasgow coma scale
(P<0.05). Glasgow coma scale correlated positively
with LF, LF/HF whereas negative correlation with
HF was found. Mirow S. et al. (2016) showed that the
analysis of the HRV allows assessing the coordination
of structural (anatomical) and functional systems of
the body [21]. The HRV parameters were summarized
and compared to the neurological status. Pathological
nystagmus correlated with a 25% decrease of SDNN
values. The increase in sympathetic modulation asso-
ciated with the level of anxiety: a 19-percent growth
of LF/HF was noted. These data demonstrate the
need to assess ANS dysfunctions while examining pa-
tients after CCI. Osteraas N.D. et al. (2017) in a re-
view article have shown the clinical value of
assessment of interaction of the ANS and cardiovas-
cular systems [13]. 

Stress-related cardiomyopathy caused by im-
pairment of the brain-heart interconnection occurs
in many conditions and especially in the brain injury
leading to sympathetic hyperactivity. The concept
of «paroxysmal sympathetic hyperactivity» has been
introduced, which occurs very commonly in patients
after brain injuries (PSH, Paroxysmal sympathetic
hyperactivity). In PSH, there is a cascade of simul-
taneously occurring adverse symptoms: tachycardia,
tachypnea, hypertension, fever, muscle dystonia, and
hyperhidrosis, which together worsen the somatic
status of patients, neurological prognosis, and reha-
bilitation. Patients with symptoms of PSH have a
more severe nutritional status, more often develop
infectious complications, stay in the intensive care
units for a longer period of time, and exhibit a sig-
nificantly higher mortality rate [22—25]. PSH
causes a significant impairment of homeostasis and
leads to a secondary, cumulative brain damage. It is
sympathetic hyperactivity that is the main patho-
logical change in the ANS functional activity in pa-
tients in the vegetative state and in coma. It is
obvious that the assessment of dysfunction of the
ANS is a necessary and compulsory element of the
examination of patients after a craniocerebral injury,
anoxia of the brain, and consequences of periopera-
tive complications.

Conclusion 

The computer analysis of the HRV is an obliga-
tory element of examination of patients with different
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Анализ частоты изменений функционального
состояния АНС по группам пациентов выявил
достоверное градуальное нарастание показателей
АНС у пациентов — от группы с нормального уров-
ня сознания к группам с состоянием минимального
сознания, вегетативного состояния и комы.

Основным вариантом патологии АНС в груп-
пах пациентов, находящихся в состоянии мини-
мального сознания, вегетативном состоянии и коме,
является симпатическая гиперактивность, резкое
усиление тонуса симпатического звена АНС.

Оценка функции АНС позволяет контроли-
ровать уровень сознания пациентов после повреж-
дения головного мозга травматического и нетрав-
матического генеза. 

levels of consciousness after a brain damage of a trau-
matic and non-traumatic genesis.

The frequency of changes in the functional state
of the ANS in patients has been significantly and grad-
ually increasing starting from the group with patients
exhibiting normal level of consciousness to groups of
patients with minimal consciousness, vegetative state,
and coma.

A sympathetic hyperactivity, a precipitous en-
hancement of sympathetic ANS, is the main type of
ANS pathology in the groups of patients with minimal
consciousness, in the vegetative state and coma.

The assessment of the ANS function allows to
monitor the level of consciousness of patients after
traumatic and non-traumatic brain injury.
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Цель работы. Исследование показателей липидного обмена у новорожденных для выявления общих за-
кономерностей в зависимости от гестационного возраста. 

Материал и методы. Провели анализ течения беременности и ее исхода у 286-и женщин, от которых ро-
дилось 323 новорожденных ребенка, из них 89 детей от многоплодной беременности. Детей, в зависимости
от их гестационного возраста, разделили на 4 группы. Проводили определение содержания холестерина (ХС),
триглицеридов (ТГ), липопротеинов низкой (ЛПНП) и высокой (ЛПВП) плотности в центральной венозной
крови сразу после рождения и на 5-е сутки жизни. 

Результаты. Для 31,3% новорожденных характерна гипотриглицеридемия менее 0,2 ммоль/л, содержание
ТГ в крови в пределах 0,21—0,5 ммоль/л выявлено у 43,3% детей, т. е. у 76,6% снижена перинатальная про-
дукция ТГ. Перинатальная продукция ТГ зависит от гестационного возраста ребенка, чем он меньше, тем
ниже содержание ТГ в крови у новорожденных при рождении. При сроках гестации 25—33 недели перина-
тальная продукция ТГ низкая у большинства новорожденных. С увеличением срока гестации увеличивается
перинатальная продукция исследуемого показателя липидного обмена. Содержание ТГ в крови быстро воз-
растает при достижении гестационного возраста 37 недель. Постнатальная продукция ТГ в крови новорож-
денных не имеет зависимости от гестационного возраста при сроке гестации от 31 неделя и более. При
рождении у новорожденных всех групп определяли гипохолестеринемию, низкое содержание ЛПНП и
ЛПВП, достоверных отличий между группами по исследуемым показателям не выявили (p>0,01). 

Заключение. Состояние липидного обмена у новорожденных в перинатальном периоде зависит от геста-
ционного возраста и массы тела при рождении. Низкая продукция ТГ характерна для глубоконедоношенных
детей с низкой и экстремально низкой массой тела при рождении, что обусловлено физиологической незре-
лостью органов и систем. Особенности пренатального морфогенеза таковы, что полноценный липидный
обмен возможен только к доношенному сроку гестации. Патологическое течение беременности нарушает нор-
мальную продукцию триглицеридов, холестерина, липидов низкой и высокой плотности. Наибольшие изме-
нения исследуемых показателей характерны для глубоконедоношенных детей с гестационным возрастом
25—31 неделя. Это возраст ассоциирован с высокой частотой развития респираторного дистресс-синдрома.
На продукцию ТГ при рождении влияет дефицит буферных оснований, на содержание холестерина — ве-
личина рН и напряжение кислорода в крови при рождении. При увеличении срока гестации содержание про-
дуктов липидного обмена увеличивается. Имеются индивидуальные особенности новорожденных, у которых
при доношенном сроке беременности возможны перинатальные нарушения липидного обмена. 

Ключевые слова: новорожденные; гестационный возраст; триглицериды; холестерин; липиды низкой и вы-
сокой плотности

The purpose of the study. To study parameters of the lipid metabolism in newborn infants to identify general
patterns depending on the gestational age. 

Materials and methods. The course of pregnancy and its outcome was analyzed in 286 women who gave birth
to 323 infants; 89 of them were born in multiple pregnancies. The infants were divided into 4 groups depending on
the gestational age. Levels of cholesterol (C), triglycerides (TG), low-density lipoproteins (LDL) and high-density
lipoproteins (HDL) were tested in the central venous blood immediately after birth and on the 5th day of life. 
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Results. Hypotriglyceridemia below 0.2 mmol/l was typical for 31.3% of the newborns; a TG level within the
range of 0.21—0.5 mmol/l was found in 43.3% of infants, i.e. the perinatal production of TG was decreased in 76.6%
of infants. The perinatal TG production depended on the infant's gestational age: the smaller it was, the lower TG
blood level was in infants at birth. At the gestational age of 25—33 weeks, the perinatal TG production was low in
most newborns. The perinatal production of the lipid metabolism parameter was increased with the increase of the
gestational age. The TG blood level increased rapidly at the gestational age of 37 weeks. The postnatal TG production
in the blood of newborn babies had no dependence on the gestational age strating from the gestational age of 31
weeks and more. Hypercholesterolemia and lower both LDL and HDL levels were found in newborns of all groups
at birth; no significant intergroup differences in concentration of C, HDL or LDL were observed (P>0.01). 

Conclusion. The state of the lipid metabolism in the newborns in the perinatal period depends on the gestational
age and the birth weight. Low TG production is typical for small premature infants with a low and extremely low
birth weight due to physiological immaturity of organs and systems. The peculiarities of the prenatal morphogenesis
make an adequate lipid metabolism possible by the full-term gestational age only. An abnormal course of pregnancy
impairs normal triglyceride, C, LDL and HDL production. The greatest changes of the tested parameters are typical
for small immature infants with a gestational age of 25—31 weeks. This age is associated with a high incidence of the
respiratory distress syndrome. Deficiency of buffer bases affects the TG production at birth; the pH value and blood
oxygen tension at birth affect the C level. The production of lipid metabolism parameters increases with the increase
of the gestational age. There are certain individual characteristics in newborns who may have perinatal disorders of
the lipid metabolism at the full-term gestational age. 

Keywords: newborns; gestational age; triglycerides; cholesterol; low- and high-density lipids
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Введение

В настоящее время уделяется большое внима-
ние изучению липидного обмена при беременности
и у новорожденных в раннем неонатальном перио-
де. Холестерин и триглицериды являются важней-
шими компонентами липидного обмена, обеспечи-
вающие необходимый липидный метаболизм,
полноценное развитие эмбриона и плода. Изуче-
ние транспорта липидов от матери к плоду позво-
ляет выяснить, способна ли дислипидемия матери
вызывать нарушение функции органов у новорож-
денных в раннем постнатальном периоде. 

Некоторые авторы считают плаценту транс-
портным каналом для липидов от матери к плоду, на
этот транспорт могут влиять материнские заболева-
ния, в том числе связанные с липидным обменом.
Отношения материнского липидного профиля с
липидным профилем новорожденного до сих пор
недостаточно изучены. Некоторые авторы
сообщают о наличии переноса липидов через пла-
центу, но этого недостаточно, чтобы влиять на кон-
центрацию липидов в плазме плода. Физиологиче-
ские и биохимические механизмы переноса
питательных веществ через плаценту довольно
сложны. По мнению некоторых авторов, триглице-
риды не переносятся от матери к плоду [1]. В ран-
них сроках гестации длинноцепочечные полинена-
сыщенные жирные кислоты (ДПНЖК) могут
накапливаться в материнском организме и стано-
вятся доступными для транспорта через плаценту в
поздние сроки беременности. В это время скорость
роста плода максимальна и требуется достаточное
количество ДПНЖК для обеспечения его полно-
ценного роста и развития. При этом возникает
физиологическая гиперлипидемия, триациглицери-
демия у матери, обусловленная повышенной липо-
литической активностью в жировой ткани. Наличие

Introduction 

Currently, much attention is paid to the study of
the lipid metabolism during pregnancy and in new-
borns in the early neonatal period. Cholesterol and
triglycerides are essential components of the lipid me-
tabolism ensuring the required lipid metabolism and
the adequate development of the embryo and fetus.
The evaluation of the transport of lipids from mother
to fetus permits to find out whether mother's dyslipi-
demia associates with dysfunction of organs in new-
borns in the early postnatal period. 

Some authors consider the placenta a transport
channel for lipids from mother to fetus; this transport
may be affected by maternal diseases, including those
related to the lipid metabolism. The relationship of the
maternal lipid profile with the newborn's lipid profile
has not been thoroughly studied to date. Several studies
have reported on the passage of lipids through the pla-
centa, but not enough to affect the concentration of
lipids in the fetal plasma. Physiological and biochemical
mechanisms of the passage of nutrients through the pla-
centa are quite complex. According to studies, triglyc-
erides do not pass from mother to fetus [1]. In earlier
gestational ages long chain polyunsaturated fatty acids
(LCPs) may be accumulated in the maternal body and
are available to transport through the placenta in the
later stages of pregnancy. At that, the fetal growth rate
is maximum and requires enough amount of LPCs to
ensure its adequate growth and development. At that,
a physiological maternal hyperlipidemia and triacyl-
glycerolemia occur caused by increased lipolytic activ-
ity in the adipose tissue. The presence of lipoprotein
receptors in the placenta allows lipoproteins transfer
through placenta. The selected fatty acids can be me-
tabolized and diffuse into fetal plasma [2].

Cholesterol is crucial for the development of the
fetus throughout pregnancy because it is an integral
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липопротеиновых рецепторов в плаценте позволяет
осуществлять их плацентарный перенос. Выделен-
ные жирные кислоты могут метаболизироваться и
диффундировать в плазму плода [2].

Холестерин имеет решающее значение для
развития плода на протяжении всей беременности,
т.к. он является неотъемлемой частью каждой кле-
точной мембраны. Поскольку большинство путей
передачи сигналов необходимы для роста, проли-
ферации и метаболизма, ХС, обеспечивая мембран-
ную функцию, необходим для нормального разви-
тия плода. Биосинтез фетального холестерина, а не
перенос холестерина из материнских липопротеи-
нов, по-видимому, является основным механизмом
для удовлетворения потребностей плода в поздние
сроки беременности [3,4]. После того, как ХС сек-
ретируется, он вытекает с базальной стороны тро-
фобласта и должен достичь, а затем проникнуть в
эндотелиальные клетки фетоплацентарной сосуди-
стой сети и попасть в плодовую циркуляцию крови.
Используя человеческие плацентарные эндотели-
альные клетки, было показано, что экзогенный ХС
секретируется различными акцепторами. Этот про-
цесс жестко регулируется клеточным ХС и актив-
ностью различных специфических рецепторов [5].
Изменение материнского липидного профиля
существенно не связано со средними концентра-
циями общего ХС, липопротеидов низкой и высо-
кой плотности, а также ТГ у новорожденных [6].

Триглицериды переносятся в кровь плода как
липопротеины [7]. Для этого необходим их гидро-
лиз в свободные жирные кислоты, прежде чем они
могут быть перенесены через синцитиотрофобласт
плаценты. В плазматической мембране плаценты
идентифицированы два типа гидролаз ТГ: специ-
фическая для плаценты гидролаза и липопротеи-
новая липаза [8—11]. 

При гестозе выражены изменения липидного
метаболизма в тканевых структурах плаценты. Раз-
витие гестоза вызывает нарушение тканевых струк-
тур хориона, в частности, его липидного спектра.
Гестоз средней степени тяжести сопровождается
дисбалансом липидов в ткани хориона: снижением
уровня фосфолипидов (ФЛ) и холестерола, повы-
шением удельного веса свободных жирных кислот.
Изменения касаются не только общего ХС, но и
моноацилглицеролов, диацилглицеролов и суммар-
ных ФЛ [12]. Аналогичные изменения выявлены в
плазме крови, эритроцитах беременных с гестозом.
Чем тяжелее протекает заболевание, тем больше
выражены расстройства липидного обмена не толь-
ко в плазме крови, но и эритроцитах, плаценте, что
обусловлено усилением процессов липопероксида-
ции и активации фосфолипазы А2 [13].

Содержание липопротеидов в плазме крови
здоровых новорожденных значительно ниже, чем
у взрослых. Характерной особенностью является
отсутствие хиломикронов и уменьшенное содержа-
ние липопротеинов низкой плотности (ЛПНП).

part of every cell membrane. Since most of the signal-
ing pathways are needed for growth, proliferation and
metabolism, cholesterol is required for normal devel-
opment of the fetus ensuring the membrane function.
The biosynthesis of fetal cholesterol, rather than the
transfer of cholesterol from maternal lipoproteins, pre-
sumably is the primary mechanism of satisfying the
fetal requirements during the later stages of pregnancy
[3, 4]. When cholesterol is synthesized, it derives from
the basal side of the trophoblast and should reach and
then penetrate the endothelial cells of the fetoplacen-
tal vascular network and get into the fetal circulation.
Using human placental endothelial cells, it has been
shown that exogenous cholesterol is secreted by vari-
ous acceptors. This process is strictly regulated by cel-
lular cholesterol and by the activity of specific
receptors [5]. Changes in the maternal lipid profile are
not significantly associated with average concentra-
tions of total cholesterol, low and high density
lipoproteins, as well as TG in newborns [6].

Triglycerides are transported into the fetal
bloodstream as lipoproteins [7]. This requires their hy-
drolysis into free fatty acids before they can be trans-
ferred through the placental syncytiotrophoblast. Two
types of TG hydrolases are identified in the plasma
membrane of the placenta: placenta-specific hydrolase
and lipoprotein lipase [8—11]. 

Changes in the lipid metabolism in the placental
tissue structures are marked in gestosis. The develop-
ment of gestosis causes impairment of chorion tissue
structures, in particular, its lipid profile. Moderate
gestosis is accompanied by lipid imbalance in chorion
tissue: decreased levels of phospholipids (PL) and cho-
lesterol, increased proportion of free fatty acids. The
changes are related not only to total cholesterol, but
also monoacylgyicerols, diacylglycerols and total PLs
[12]. Similar changes were detected in the blood
plasma and erythrocytes of pregnant women with
gestosis. The more severe disease is, the more signifi-
cant alteration of lipid metabolism may be found not
only in blood plasma, but also in erythrocytes, pla-
centa due to increased lipid peroxidation and activa-
tion of phospholipase A2 [13].

The concentration of lipoproteins in the blood
plasma of healthy newborns is significantly lower than
that in adults. The lack of chylomicrons and decreased
low density lipoproteins (LDL) concentration consti-
tute a typical feature of healthy newborn lipoprotein
fraction. High density lipoproteins (HDL) are the
main class of lipoproteins. There are congenital dys-
lipidemias diagnosed from the first months of the in-
fant's life and caused by the influence of adverse
factors in the perinatal period [14].

Critical pH and lactate values, blood buffer base
deficiency, hypotriglyceridemia, and hypocholes-
terolemia are pathognomonic for development of peri-
natal shock in newborns. Rapidly emerging
respiratory failure combined with severe impairment
of the metabolism (hyperlactatemia, base deficiency,



Основной класс липопротеинов — это липопротеи-
ны высокой плотности (ЛПВП). Выделяют врож-
денные дислипидемии, которые выявляются с пер-
вых месяцев жизни ребенка и обусловлены
воздействием неблагоприятных факторов в пери-
натальном периоде [14].

Критические показатели рН, лактата, дефицит
буферных оснований крови гипотриглицеридемия,
гипохолестеринемия являются патогномоничными
для развития шока у новорожденных. Быстро фор-
мирующаяся дыхательная недостаточность, в соче-
тании с глубокими нарушениями метаболизма
(гиперлактатемия, дефицит оснований, гипотри-
глицеридемия, гипохолестеринемия), резистентная
к проводимой терапии, свидетельствует о тяжести
и длительности антенатальной гипоксии, и являют-
ся показаниями для раннего проведения высокоча-
стотной осцилляторной (ВЧО) искусственной вен-
тиляции легких (ИВЛ). При выборе режима ИВЛ
необходимо учитывать степень декомпенсации
метаболизма, обмена триглицеридов и холестерина
у новорожденных [15—17].

В настоящее время мало научных исследова-
ний, посвященных состоянию липидного обмена у
новорожденных в перинатальном периоде. Не
сформулированы общие закономерности их изме-
нений у новорожденных в зависимости от геста-
ционного возраста.

Цель работы — исследование показателей
липидного обмена у новорожденных для выявле-
ния общих закономерностей в зависимости от
гестационного возраста 

Материал и методы
Провели анализ течения беременности и ее исхода

у 286 женщин, от которых родилось 323 новорожденных
ребенка, из них 89 детей от многоплодной беременности.
Детей, в зависимости от их гестационного возраста, раз-
делили на 4 группы:

• группа «А» — от 54 матерей родилось 62 ново-
рожденных с гестационным возрастом 25—30 недель;

• группа «В» — от 87 матерей родилось 99 детей
со сроком гестации 31—33 недели;

• группа «С» — от 81 матери родилось 104 ре-
бенка со сроком гестации 34—36 недель;

• группа «D» — от 56 матерей родилось 57 ново-
рожденных с гестационным возрастом 37—41 неделя.

Основные клинические характеристики новорож-
денных представлены в табл. 1. 

Новорожденные групп «А» и «В», по сравнению с
детьми групп «С» и «D», имели достоверно меньшие ге-
стационный возраст, массу тела при рождении (p<0,01).
Оценка по шкале Апгар была достоверно ниже у ново-
рожденных группы «А», по сравнению с детьми групп
«С» и «D» (p<0,01). В группе «D» отмечали минималь-
ную частоту оперативных родов, имелись достоверные
отличия по сравнению с новорожденными других групп
(p<0,01). У большинства новорожденных были светлые
околоплодные воды. Мекониальные околоплодные воды
достоверно чаще встречались у новорожденных группы
«D» (p<0,01). В проведении ИВЛ достоверно чаще нуж-

hypotriglyceredemia, hypocholesterolemia) resistant
to the therapy indicates the severity and the long du-
ration of prenatal hypoxia, and are indications for
early high frequency oscillatory (HFOV) mechanical
ventilation (MV). While selecting the MV mode, it is
necessary to take into account the degree of metabolic
decompensation, metabolism of triglycerides and cho-
lesterol in infants [15—17].

There are currently few scientific researches of
the state of the lipid metabolism in newborns during
the perinatal period. General principles of their
changes in newborns depending on gestational age
were not formulated.

The purpose of the study. To study parameters
of the lipid metabolism in newborn infants to identify
general patterns depending on the gestational age. 

Materials and Methods
The course of pregnancy and its outcome was analyzed

in 286 women who gave birth to 323 infants; 89 of them were
born in multiple pregnancies. The infants were divided into
4 groups depending on the gestational age:

• Group A: 62 newborns with a gestational age of
25—30 weeks born to 54 mothers;

• Group B: 99 infants with a gestational age of
31—33 weeks born to 87 mothers;

• Group C: 104 newborns with a gestational age of
34—36 weeks born to 81 mothers;

• Group D: 57 newborns with a gestational age of
37—41 weeks born to 56 mothers;

The main clinical characteristics of the newborns are
presented in table 1. 

Newborns of groups A and B had a significantly lower
gestational age and birth weight as compared to infants of
groups C and D (P<0.01). The Apgar score was significantly
lower in infants of group A as compared to infants of groups
C and D (P<0.01). In group D, the minimum incidence of
operational delivery was registered; there were no reliable
differences as compared with infants of other groups
(P<0.01). In most newborns, amniotic fluid was clear. Meco-
nium amniotic fluid was more common in newborns of
Group D (P<0.01). Newborns in Group A required the MV
more often as compared with children of groups B and C
(P<0.01). About 10% of infants in each group required
HFOV; no significant inter-group differences were observed
(P>0.01). There were also no significant differences in the
duration of the MV and HFOV (P>0.01). 

Inclusion criteria: adverse pregnancy, expected poor
state of an infant at birth. 

Exclusion criteria: congenital malformations in the
newborn.

Perinatal risk factors for the newborn: preterm, accel-
erated delivery or oxytocia, abnormalities of labor activities,
operational delivery; abnormalities of placentation and its
complications; pre-eclampsia and eclampsia; oligohydram-
nios, polyhydramnios, amniotic fluid with meconium or
stained with blood; multiple pregnancy, including those oc-
curred through in vitro fertilization [18].

All newborns received professional primary or urgent
care in accordance with the procedure for rendering medical
care in neonatology [18]. All pregnant women received pro-
fessional care in accordance with the procedure for render-
ing medical care in obstetrics and gynecology [19].
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дались новорожденные группы «А», по сравнению с
детьми групп «В» и «С» (p<0,01). В проведении ВЧО
ИВЛ нуждалось около 10% новорожденных каждой
группы, достоверных межгрупповых отличий не вы-
явили (p>0,01). Также не выявили достоверных отличий
в длительности ИВЛ и ВЧО ИВЛ (p>0,01). 

Критерии включения в исследование: неблаго-
приятное течение беременности, прогнозируемое тяже-
лое состояние ребенка при рождении. 

Критерий исключения: врожденные пороки раз-
вития у новорожденного.

Факторы перинатального риска для новорожден-
ного: преждевременные, стремительные или быстрые роды,
аномалии родовой деятельности, оперативное родоразре-
шение; аномалии плацентации и ее осложнения; преэклам-
псия и эклампсия; олигогидрамнион, полигидрамнион,
мекониальные или окрашенные кровью околоплодные
воды; многоплодная беременность, в том числе полученная
с помощью экстракорпорального оплодотворения [18].

При рождении новорожденным была оказана пер-
вичная или реанимационная помощь, в соответствии с
порядком оказания медицинской помощи по профилю
«неонатология» [18]. Всем беременным оказана квали-
фицированная медицинская помощь, в соответствии с
порядком оказания медицинской помощи по профилю
«акушерство и гинекология» [19].

В работе применяли следующие методы исследо-
вания:

1. Анализ анамнестических данных течения бере-
менности, на основании которых выставляли высокий
риск развития интранатальной гипоксии и рождения ре-
бенка в тяжелом состоянии; 

2. Клиническая оценка состояния ребенка при
рождении, включающая оценку по шкале Апгар (ОА) на
1-й и 5-й минутах после рождения;

3. Через 15—20 минут после оказания реанима-
ционной помощи новорожденных переводили в отделе-
ние реанимации. Для проведения инфузионной терапии
и лабораторных исследований, в асептических условиях

The following methods were used in the study:
1. Analysis of the pregnancy history, on the basis of

which a high risk of intranatal hypoxia and delivery of a
child in a poor condition is diagnosed; 

2. Clinical assessment of the baby's birth status, in-
cluding Apgar scoring (AS) at the 1st and 5th minute after
the birth;

3. Newborns were transferred to the intensive care
unit 15—20 minutes after the resuscitation care. Catheteri-
zation of v. umbilicalis using a thermoplastic catheter was
performed under aseptic conditions for the infusion therapy
and lab tests. 2 ml of blood was sampled for a complete blood
chemistry test including tests for the concentration of cho-
lesterol and triglycerides;

4. The tests for triglyceride levels in the central ve-
nous blood of newborns during the first hours of life and on
Day 5 were performed using the 400 Sapphir unit, version
1.8 (Tokyo Boeki LTD, Japan). The enzymatic photometric
test with glycerol-3-phosphate oxidase and a reagent kit
Triglycerides DiaS were used;

5. The tests for triglyceride levels in the central venous
blood of newborns during the first hours of life and on Day 5
were performed using the 400 Sapphir unit, version 1.8
(Tokyo Boeki LTD, Japan). The enzymatic photometric test
CHOD-PAP and a reagent kit Cholesterol DiaS were used.

6. The tests for low-density lipoproteins (LDL) lev-
els in the central venous blood of 47 newborns during the
first hours of life and on Day 5 were performed using the
Sapphir 400 unit, version 1.8 (Tokyo Boeki LTD, Japan).
The enzymatic photometric test CHOD-PAP and a reagent
kit BioSystems S.A. were used;

7. The tests for high-density lipoproteins (HDL) lev-
els in the central venous blood of 47 newborns during the
first hours of life and on Day 5 were performed using the
Sapphir 400 unit, version 1.8 (Tokyo Boeki LTD, Japan).
The enzymatic photometric test CHOD-PAP and a reagent
kit HDL-C Immuno FS*DiaS were used;

8. Statistical data processing was carried out using
the Statistica 6 software (USA). The differences were con-

Parameters Values of parameters in groups
Group A, Group B, Group C, Group D, 

n=62/54 mothers n=99/87 mothers n=104/81 mothers n=57/56 mothers
Gestational age, weeks 28.6±1.4# 32±0.8# 34.9±0.8 38.8±1.0
Body weight, grams 1313.4±342# 1851.2± 391# 2319.2±494.8 3372.8±619.6
Apgar score at the 1st minute 3# 4 5 5
Apgar score at the 5th minute 6 6 7 7
Characteristics of amniotic fluid: Light-coloured 47 (75.8%) 80 (80.8%) 95 (91.3%) 32 (56.2%)
Stained with blood 10 (11.3%) 13 (13.1%) 9 (8.7%) 1 (1.8%)
Meconium 8 (12.9%) 6 (6.1%) — 24 (42%)#

Operative delivery 37 (68.5%) 64 (73.6%) 74 (91.4%) 27 (48.2%)#

Natural childbirth 17 (31.5%) 21 (26.4%) 10 (8.6%) 30 (51.8%)#

Mechanical ventilation 60 (96.8%)# 79 (79.8%) 61 (58.7%) 50 (87.7%)
Duration of the MV, h 113 [40; 168] 90 [47; 168] 108 [50; 192] 91 [57; 136]
HFOV 7 (11.2%) 14 (14.2%) 10 (9.6%) 4 (7%)
Duration HFOV, h 33 [14; 36] 30 [50; 192] 23 [10,5; 46] 32 [21; 64]

Таблица 1. Основные клинические характеристики новорожденных (M±σ; Me, LQ–UQ). 
Table 1. The main clinical characteristics of newborns (M±σ; I).

Note. # — P<0.01 — significance of differences as compared with infants of other groups.
Примечание. Для табл. 1, 2: Parameters — параметры; Values of … in groups — значения в группах; mothers — матери; Gestational
age, weeks — срок гестации, недель; Body weight, grams — масса тела, грамм; Apgar score at the 1st minute — шкала Апгар на 1-й/
5-й мин., балл; Characteristics of amniotic fluid — характер ОВ; Light-coloured – светлые; Stained with blood — окрашены кровью;
Meconium — мекониальные; Operative delivery — оперативные роды; Natural childbirth — естественные роды; Mechanical ventila-
tion — ИВЛ; Duration of the MV, h — дительность ИВЛ, ч; HFOV — ВЧО ИВЛ; Duration HFOV, h — длительность ВЧО ИВЛ, ч.
# — p<0,01 –достоверность отличий по сравнению с новорожденными других групп.



выполняли катетеризацию v. Umbilicalis термопластич-
ным катетером. Для полного биохимического исследо-
вания, включающего определение концентрации
холестерина и триглицеридов, осуществляли забор
крови в объеме 2 мл;

4. Определение концентрации триглицеридов в
центральной венозной крови новорожденных в первые
часы постнатальной жизни и на 5-е сутки жизни прово-
дили на аппарате SAPPHIR 400, версия 1.8 (Tokyo Boeki
LTD, Japan). Использовали ферментативный фотомет-
рический тест с глицерол-3-фосфатоксидазой, набор ре-
агентов Triglycerides DiaS;

5. Определение концентрации холестерина в
центральной венозной крови новорожденных в первые
часы постнатальной жизни и на 5-е сутки жизни прово-
дили на аппарате SAPPHIR 400, версия 1.8 (Tokyo Boeki
LTD, Japan). Использовали ферментативный фотомет-
рический тест «CHOD-PAP», набор реагентов Choles-
terol DiaS;

6. Определение концентрации липопротеидов
низкой плотности (ЛПНП, LDL) в центральной веноз-
ной крови 47 новорожденных в первые часы постнаталь-
ной жизни и на 5-е сутки жизни проводили на аппарате
SAPPHIR 400, версия 1.8 (Tokyo Boeki LTD, Japan). Ис-
пользовали ферментативный фотометрический тест
«CHOD-PAP», набор реагентов BioSystems S.A.;

7. Определение концентрации липопротеидов вы-
сокой плотности (ЛПВП, HDL) в центральной венозной
крови 47 новорожденных в первые часы постнатальной
жизни и на 5-е сутки жизни проводили на аппарате SAP-
PHIR 400, версия 1.8 (Tokyo Boeki LTD, Japan). Исполь-
зовали ферментативный фотометрический тест
«CHOD-PAP», набор реагентов HDL-C Immuno FS*DiaS;

8. Статистическую обработку данных провели с
помощью программы Statistaca 6 (USA). Отличия счи-
тали достоверными при уровне статистической значи-
мости p<0,01.

Результаты и обсуждение

Данные лабораторных исследований у ново-
рожденных представлены в таблице 2. При рожде-
нии у новорожденных всех групп отмечали гипот-
риглицеридемию, достоверно низкое содержание
ТГ в крови у детей групп «А» и «В», по сравнению
с пациентами групп «С» и «D» (p<0,01). 

sidered significant when the level of the statistical signifi-
cance was P<0.01.

Results and Discussion

Lab test findings of newborns are presented in
Table 2. At birth, newborns of all groups presented hy-
potriglyceridemia, significantly low TG concentration
in the blood of infants of groups A and B compared
with patients in groups C and D (P<0.01). 

A detailed analysis of the TG blood concentra-
tion was carried out (Fig. 1). The most important ref-
erence values for the TG blood concentration were
determined: 

• less than 0.2 mmol/l; 0.21—0.5 mmol/l; 
• 0.51—0.99 mmol/l;
• more than 1.0 mmol/l. 
A critically low TG level (less than 0.2 mmol/l)

was typical for 50% of newborns in group A; in 30.6 %
of infants in this group, the TG concentration was
within 0.21—0.5 mmol/l; in 16.1% of newborns, the
tested parameter was determined within 0.51—0.99
mmol/l and in 3.2% of infants the TG blood concen-
tration was more than 1.0 mmol/l. 

In group B, the TG concentration of less than 0.2
mmol/l was typical for 42.4% of infants; in 43.4% chil-
dren, the TG concentration was within the range of
0.21—0.5 mmol/l; in 13.1% of patients it was within
0.51—0.99 mmol/l, and in 1% of cases the TG level
was more than 1.0 mmol/l.

In group C, the TG level of less than 0.2 mmol/l
was registered in 25% of newborns; in 51% of cases,
the value of the analyzed parameter was 0.21—0.5
mmol/l; in 21.2% of infants, triglyceridemia was
within the range of 0.51—0.99 mmol/l and in 2.8% it
was more than 1.0 mmol/l.

In the group D, critically low TG levels were
found only in 3.5% of newborns; in 43.9% of infants,
the TG level was within 0.21—0.5 mmol/l; for 35.1%
of infants, the TG concentration of 0.51—0.99 mmol/l
was typical; and in 17.5% of infants the TG level was
more than 1.0 mmol/l. Hypotriglyceridemia below 0.2
mmol/l was typical for 31.3% of the newborns; a TG
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Parameters Values of parameters in groups
Group A, n=62 Group B, n=99 Group C, n=104 Group D, n=57

TG, Day 1, mmol/l 0.3±0.2 0.31±0.2 0.4±0.2# 0.7±0.4#

TG, Day 5, mmol/l 0.8±0.2*## 0.9±0.2* 1.2±0.5* 1.5±0.7*
Cholesterol, Day 1, mmol/l 1.6±0.5 1.7±0.7 1.6±0.6 1.4±0.5
Cholesterol, Day 5, mmol/l 2.6±0.8*## 3.1±1* 3.2±1.0* 3.6±1.0*
HDL, Day 1, mmol/l 0.7±0.2 0.7±0.3 0.7±0.3 0.6±0.3
HDL, Day 5, mmol/l 1±0.02 1.0±0.3* 1±0.3* 1.0±0.4*
LDL, Day 1, mmol/l 1.0±0.01 1.0±0.6 0.8±0.4 0.8±0.4
LDL, Day 5, mmol/l 1.5±0.7 2.0±0.8* 2.2±0.6* 2.0±0.6*

Таблица 2. Динамика показателей липидного обмена у новорожденных (M±σ). 
Table 2. The dynamics of lipid metabolism parameters in newborn infants (M±σ).

Note. * — P<0.01 — significance of differences as compared with the 1st day of life; # — P<0.01 — significance of differences as com-
pared with newborns in groups A and B; ## — P<0.01 — significance of differences as compared with infants of other groups.
Примечание. Для табл. 2, рис. 2: TG – ТГ; Day — сутки; Cholesterol — ХС. * — p<0,01 – достоверность отличий по сравнению
с 1-ми сутками жизни; # — p<0,01 — достоверность отличий по сравнению с новорожденными групп А и В; ## — p<0,01 –до-
стоверность отличий по сравнению с новорожденными других групп.
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Критические состояния новорожденных

Провели подробный анализ содержания ТГ в
крови у детей (рис. 1). Выделили наиболее значи-
мые референсные значения содержания ТГ в
крови: 

• менее 0,2 ммоль/л; 0,21—0,5 ммоль/л; 
• 0,51—0,99 ммоль/л;
• более 1,0 ммоль/л. 
Критически низкое содержание ТГ (менее 0,2

ммоль/л) характерно для 50% новорожденных груп-
пы «А», у 30,6% детей этой группы концентрация ТГ
находилась в пределах 0,21—0,5 ммоль/л, у 16,1%
новорожденных исследуемый показатель определяли
в пределах 0,51—0,99 ммоль/л и у 3,2% детей содер-
жание ТГ в крови составляло более 1,0 ммоль/л. 

В группе «В» концентрация ТГ менее 0,2
ммоль/л была характерна для 42,4% детей, у 43,4%
содержание ТГ находилось в пределах 0,21—0,5
ммоль/л, у 13,1% пациентов – 0,51—0,99 ммоль/л и
в 1% случаев содержание ТГ было более 1,0 ммоль/л.

В группе «С» содержание ТГ менее 0,2
ммоль/л зарегистрировали у 25% новорожденных,
в 51% случаев величина исследуемого показателя
составляла 0,21—0,5 ммоль/л, у 21,2% — триглице-
ридемия находилась в пределах 0,51—0,99 ммоль/л
и у 2,8% — более 1,0 ммоль/л.

В группе «D» критически низкое содержание
ТГ отметили только у 3,5% новорожденных, у
43,9% детей содержание ТГ находилось в пределах
0,21—0,5 ммоль/л, для 35,1% детей было характер-
но содержание ТГ от 0,51 до 0,99 ммоль/л и у 17,5%
содержание ТГ было более 1,0 ммоль/л. Выявили
также, что для 31,3% новорожденных характерна
гипотриглицеридемия менее 0,2 ммоль/л, содержа-
ние ТГ в крови в пределах 0,21—0,5 ммоль/л
выявлили у 43,3% детей, т.е. у 76,6% была снижена
перинатальная продукция ТГ.

Проведенный корреляционный анализ показал
наличие прямой связи средней силы между сроком
гестации, массой тела и содержанием ТГ в крови
новорожденных при рождении (r=0,35; p=0,0000). 

Исследование показало, что перинатальная
продукция ТГ зависит от гестационного возраста
ребенка, чем он меньше, тем ниже содержание ТГ в
крови у новорожденных при рождении. При сроках
гестации 25—33 недели перинатальная продукция ТГ
низкая у большинства новорожденных. С увеличени-
ем срока гестации увеличивается перинатальная про-
дукция исследуемого показателя липидного обмена.
Содержание ТГ в крови быстро возрастает при дости-
жении гестационного возраста 37 недель (рис. 2). 

Течение раннего неонатального периода
характеризовалось увеличением продукции ТГ.
(табл. 2). К 5-м суткам постнатального возраста у
новорожденных всех групп произошел достовер-
ный рост ТГ, по сравнению с 1-ми сутками жизни
(p<0,01). Скорость прироста была различной. Наи-
больший прирост был характерен для новорожден-
ных групп «В» и «С», у них содержание ТГ в крови
увеличилось в 2,9 раза, у детей группы «А» кон-

level within the range of 0.21—0.5 mmol/l was found
in 43.3% of infants, i.e. the perinatal production of TG
was decreased in 76.6% of infants.

The correlation analysis showed a direct moder-
ate correlation between the gestational age, birth
weight and the TG blood level in newborn infants at
birth (r=0.35; P=0.0000). 

The study demonstrated that the perinatal TG
production depends on the infant's gestational age: the
smaller it is, the lower TG blood level is in infants at
birth. At the gestational age of 25—33 weeks, the peri-
natal TG production is low in most newborns. The
perinatal production of the lipid metabolism parame-
ter increases with the increase of the gestational age.
The TG blood level increases rapidly at the gestational
age of 37 weeks (Fig. 2). 

The early neonatal period was characterized by
an increase in the production of TG. (Table 2). By the
5th day after birth, there was a significant increase of
the TG level in infants of all groups as compared with
the 1st day of life (P<0.01). The rate of increase var-
ied. The maximum gain was typical for newborns in
groups B and C; the TG blood concentration increased
by 2.9-fold; in infants of group A, the TG concentra-
tion increased by 2.6-fold; the smallest increase was
observed in patients of group D (by 2.1-fold). A sig-
nificantly low TG level was typical for infants of group
A as compared with children of other groups (P<0.01).
The postnatal TG production in the blood of newborn
babies has no dependence on the gestational age at the
gestational age from 31 weeks or more. 

Hypercholesterolemia, low LDL and HDL levels
were found in newborns of all groups at birth; no sig-
nificant difference in the tested parameters between
groups was found (P>0.01). By the 5th day after birth,

Рис. 1. Распределение новорожденных в группах, в зависи-
мости от содержания триглицеридов в крови. 
Fig. 1. Distribution of newborns in groups depending on the
triglycerides blood concentration. 
Примечание. Для рис. 1, 3: Groups – группы. Triglycerides blood
concentration — концентрация триглицеридов в крови. 



центрация ТГ увеличилась в 2,6 раза, наименьший
прирост был у пациентов группы «D» — 2,1 раза.
Для новорожденных группы «А» было характерно
достоверно низкое содержание ТГ по сравнению с
детьми других групп (p<0,01). Постнатальная про-
дукция ТГ в крови новорожденных не имеет зави-
симости от гестационного возраста при сроке
гестации от 31 неделя и более. 

При рождении у новорожденных всех групп
определяли гипохолестеринемию, низкое содер-
жание ЛПНП и ЛПВП, достоверных отличий
исследуемых показателей между группами не
выявили (табл. 2) (p>0,01). К 5-м суткам постна-
тального возраста у новорожденных всех групп
произошел достоверный рост ХС, по сравнению с
1-ми сутками жизни (p<0,01). В конце раннего
неонатального периода произошел достоверный
рост ЛПНП и ЛПВП у новорожденных групп «В»,
«С» и «D» (p<0,01). Для новорожденных группы
«А» характерна сниженная продукция ХС, ЛПНП
и ЛПВП, выявлены достоверные отличия иссле-
дуемых показателей, по сравнению с детьми дру-
гих групп (p<0,01). 

При проведении корреляционного анализа у
новорожденных группы «А» выявлены корреля-
ционные связи и получено уравнение регрессии:

• отрицательная корреляционная связь сред-
ней силы между длительностью ИВЛ и содержани-
ем ТГ в плазме крови при рождении: r=–0,3032;
p=0,0185; y=0,402943861–0,00079223749*x 

• прямая корреляционная связь средней
силы между дефицитом буферных оснований и
уровнем ТГ при рождении: r=0,2806; p=0,0419;
y=–7,27276485+4,70646887*x 

• прямая корреляционная связь средней
силы между уровнем ХС и парциальным напряже-

there was a significant increase of the cholesterol level
in infants of all groups as compared to the 1st day of
life (P<0.01). At the end of the early neonatal period,
there was a significant increase of LDL and HDL lev-
els in newborns of groups B, C and D (P<0.01). For
infants in group A, a reduced production of LDL and
HDL and cholesterol are typical; significant differ-
ences between the studied parameters were found as
compared with children of other groups (P<0.01). 

The correlation analysis identified correlations
in newborn infants of group A and a regression equa-
tion was obtained:

• a moderate negative correlation between the
duration of the MV and the TG concentration in
plasma at birth: r=–0.3032; P=0.0185; y=0.402943861–
0.00079223749*x 

• a moderate direct correlation between the
buffer base deficiency and TG levels at birth:
r=0.2806; P=0.0419; y=–7.27276485+4.70646887*x 

• a moderate direct correlation between the
level of cholesterol and partial oxygen tension in blood
at birth: r=0.4669; P=0.0004; y=13.8847761+
32.8288816*x;

• a moderate direct correlation between the
cholesterol levels and pH at birth: r=0.3105; P=0.0251;
y=7.22037229+0.0573416261*x.

The incidence of IDRS is presented in Fig. 3. The
infant respiratory distress syndrome (IDRS) devel-
oped in the overwhelming majority of infants of group
A;  other diseases comprised only 8.1%. In group B, the
IDRS was also most common (57/8%); but children of
these group also presented cerebral ischemia of various
degrees of severity, congenital pneumonia, and other
diseases. The IDRS loses its topicality with the in-
crease of the gestational age; in group C, it comprised
only 11.5%; the incidence of other diseases increased.
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Рис. 2. Средние значения концентрации триглицеридов в за-
висимости от гестационного возраста.
Fig. 2. Average values of triglycerides depending on the gesta-
tional age.
Примечание. Age, w – недели.

Рис. 3. Заболеваемость РДСН среди новорожденных.
Fig. 3. The incidence of IRDS among newborns.
Note. * — P<0.01 — significance of differences as compared with
infants of other groups.
Примечание. IRDS – РДСН. * — p<0,01 – достоверность отли-
чий по сравнению с новорожденными других групп.
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нием кислорода в крови при рождении: r=0,4669;
p=0,0004; y=13,8847761+32,8288816*x;

• прямая корреляционная связь средней
силы между уровнем ХС и рН крови при рожде-
нии: r=0,3105; p=0,0251; y=7,22037229+
0,0573416261*x.

Заболеваемость новорожденных РДСН
представлена на рис. 3. У подавляющего боль-
шинства новорожденных группы «А» развился
респираторный дистресс-синдром (РДСН), дру-
гие заболевания составили лишь 8,1%. В группе
«В» наиболее распространенным также был
РДСН (57,8%), но у детей этой группы встреча-
лись и церебральная ишемия различной степени
тяжести, врожденная пневмония, другие заболе-
вания. С увеличением гестационного возраста
РДСН теряет свою актуальность, в группе «С» на
его долю приходилось только 11,5%, увеличива-
лась частота заболеваемости другими нозологиче-
скими формами. В группе «D» заболеваемость
РДСН отсутствовала, в структуре заболеваемости
преобладали: церебральная ишемия, неонаталь-
ный аспирационный синдром, другие болезни
неонатального периода. Таким образом, заболе-
ваемость РДСН достоверно снижалась от группы
«А» к группе «D» (p<0,01). Если в группе «А»
заболеваемость РДСН в группе «А» составила
91,9%, то у детей группы «D» данная нозологиче-
ская форма не встречалась (рис. 3).

Пренатальный морфогенез ребенка происхо-
дит по определенным закономерностям, согласно
которым развивается перинатальный обмен
веществ. Физиологически трансплацентарный пере-
ход липидов от матери к плоду органичен, в связи с
чем, в норме плод с ранних сроков гестации начинает
синтезировать собственные липиды. Для чего плод
использует ацетаты, которые свободно проникают от
матери через плацентарный барьер. Антенатально
синтез холестерина или диффузия свободного холе-
стерина не происходит через плаценту. Относитель-
ные концентрации свободного холестерина и липо-
протеидов матери и плода не подтверждают наличие
градиента концентрации, благоприятствующего
диффузии свободного холестерина через плаценту.
Этерификация свободного холестерина значительно
снижена у матери и плода [2, 3, 20, 21]. Интенсивный
синтез липидов происходит в конце нормально про-
текающей беременности, в связи с чем, недоношен-
ные новорожденные испытывают дефицит липидов
в раннем неонатальном периоде, что обусловлено
высокими потребностями и низкими возможностя-
ми их синтеза [4, 22].

Малый гестационный возраст связан с низ-
ким содержанием в крови новорожденных ЛПНП
и ЛПВН. На состояние липидного обмена плода и
новорожденного влияют соматические заболева-
ния матери. В остаточной пуповинной крови ново-
рожденных, рожденных от матерей с гипертензией,
наблюдаются повышенные уровни ТГ, обусловлен-

In Group D, the incidence of IDRS was absent; in the
morbidity structure, the following diseases prevailed:
cerebral ischemia, neonatal aspiration syndrome, other
disorders of the neonatal period. Therefore, the inci-
dence of IDRS significantly decreased from Group A
to Group D (P<0.01). Whereas in Group A the mor-
bidity of IDRS was 91.9%, in Group D this disease was
not observed (Fig. 3).

Prenatal infant morphogenesis occurs in accor-
dance with certain patterns according to which the
perinatal metabolism develops. Physiologically, the
transplacental passage of lipids from mother to fetus is
limited; therefore, normally, the fetus begins to synthe-
size its own lipids starting from the early gestation pe-
riod. For this purpose, the fetus uses acetates, which
freely penetrate from the mother through the placental
barrier. In the antenatal period, transplacental trans-
port of free cholesterol does not occur through the pla-
centa. The relative concentrations of free cholesterol
and lipoproteins in mother and fetus do not confirm
the existence of a concentration gradient, which is fa-
vorable for the diffusion of free cholesterol through the
placenta. Etherification of free cholesterol is signifi-
cantly decreased in the mother and fetus [2, 3, 20, 21].
The intensive lipid synthesis occurs at the end of a nor-
mal pregnancy, therefore, premature newborns lack the
lipids in the early neonatal period due to high demands
and low potential for their synthesis [4, 22].

A small gestational age is associated with low
LDL and HDL blood concentrations. The features of
the lipid metabolism of the fetus and the newborn are
affected by maternal somatic diseases. In residual um-
bilical cord blood of newborns born to mothers with
hypertension, elevated TG levels resulting from ad-
verse perinatal conditions were observed. Elevated
levels of LDL and TG in the residual umbilical cord
blood are typical for children born by mothers with
pre-eclampsia [23, 24].

Hypotriglyceridemia and hypocholesterolemia are
typical for small premature infants with severe perinatal
hypoxia. In addition, decompensated lactate acidosis in
combination with a low TG and cholesterol production
are pathognomonic for the development of shock in
newborns. A correlation between the concentration of
studied parameters of the lipid metabolism and the du-
ration of MV was found [15]. Placental detachment and
discoordination of the labor activity resulting in an
emergency surgical delivery affect perinatal production
of TG and cholesterol. Other factors affecting the TG
blood concentration in newborns are the gestational age
and the birth weight. The lowest levels of TG are typical
to newborns with the gestational age of 22—29 weeks
and extremely low birth weight [17]. 

It is known that neutral lipids and cholesterol ac-
count for 10—20% of the total number of pulmonary
surfactant lipids; phospholipids comprise 80—90% of
the total amount of the lipids [25—28], and cholesterol
and TG are important components of the surfactant.
Cholesterol plays an important role in the lateral dif-



ные неблагоприятным перинатальным состоя-
ниям. Повышенные уровни ЛПНП и ТГ в остаточ-
ной пуповинной крови характерны для детей, рож-
денных от матерей с преэклампсией [23, 24].

Гипотриглицеридемия и гипохолестеринемия
характерны для глубоконедоношенных новорож-
денных, перенесших тяжелую перинатальную гипо-
ксию Корме того, декомпенсированный лактат-аци-
доз в сочетании с низкой продукцией ТГ и ХС
являются патогномоничными для развития шока у
новорожденных. Выявлена взаимосвязь между
содержанием исследуемых показателей липидного
обмена и длительностью ИВЛ [15]. Отслойка пла-
центы, дискоординация родовой деятельности,
повлекшие экстренное оперативное родоразреше-
ние, влияют на перинатальную продукцию ТГ и
ХС. Другим фактором, влияющим на концентра-
цию ТГ крови у новорожденных, являются геста-
ционный возраст и масса тела при рождении. Наи-
более низкие показатели ТГ характерны для
новорожденных с гестационным возрастом 22—29
недель и экстремально низкой массой тела [17]. 

Известно, что нейтральные липиды и холе-
стерин составляют 10—20% от общего количества
липидов легочного сурфактанта, фосфолипиды-
80—90% [25—28], а ХС и ТГ являются важными
компонентами сурфактанта. Холестерин играет
важную роль в латеральной диффузии липидов и
белков и в фазовой организации легочного сур-
фактанта [29, 30] Так называемая «зрелость лег-
ких», связана с функцией легочного сурфактанта
в ранний неонатальный период, что особенно
актуально для недоношенных детей, ведь у них
структура и функции сурфактанта еще не созрели.
Респираторный дистресс-синдром новорожденно-
го является наиболее частым заболеванием у недо-
ношенных новорожденных, ассоциирован с пер-
вичным (качественным и количественным)
дефицитом сурфактанта [17, 31, 32]. 

Заключение

Состояние липидного обмена у новорожден-
ных в перинатальном периоде зависит от геста-
ционного возраста и массы тела при рождении.
Низкая продукция ТГ характерна для глубоконе-
доношенных детей с низкой и экстремально низ-
кой массой тела при рождении, что обусловлено
физиологической незрелостью органов и систем.
Особенности пренатального морфогенеза таковы,
что полноценный липидный обмен возможен
только в доношенному сроку гестации. Патологи-
ческое течение беременности нарушает нормаль-

fusion of lipids and proteins and phase organization of
the pulmonary surfactant [29, 30] A so-called «lung
maturity» is related to the function of the pulmonary
surfactant in the early neonatal period, which is espe-
cially important for premature infants because the
structure and functions of the surfactant are still im-
mature. The infant respiratory distress syndrome is
the most common disease in premature newborns is
associated with primary (qualitative and quantitative)
deficiency of surfactant [17, 31, 32]. 

Conclusion 

The state of the lipid metabolism in the new-
borns in the perinatal period depends on the gesta-
tional age and the birth weight. Low TG production
is typical for small premature infants with a low and
extremely low birth weight due to physiological im-
maturity of organs and systems. The peculiarities of
the prenatal morphogenesis make an adequate lipid
metabolism possible by the full-term gestational age
only. An abnormal course of pregnancy impairs normal
triglyceride, cholesterol, LDL and HDL production.
The maximum changes of the tested parameters are
typical for small immature infants with a gestational
age of 25—31 weeks. This age is associated with a high
incidence of the respiratory distress syndrome. Defi-
ciency of buffer bases affects the TG production at
birth; the pH value and blood oxygen tension at birth
affect the cholesterol level. The production of lipid
metabolism parameters increases with the increase of
the gestational age. There are certain individual char-
acteristics in newborns who may have perinatal disor-
ders of the lipid metabolism at the full-term
gestational age.
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ную продукцию триглицеридов, холестерина,
липидов низкой и высокой плотности. Наиболь-
шие изменения исследуемых показателей харак-
терны для глубоконедоношенных детей с геста-
ционным возрастом 25—31 неделя. Это возраст
ассоциирован с высокой частотой развития респи-
раторного дистресс-синдрома. На продукцию ТГ
при рождении влияют дефицит буферных основа-
ний, на содержание холестерина — величина рН и
парциальное напряжение кислорода в крови при
рождении. При увеличении срока гестации про-
дукция показателей липидного обмена увеличива-
ется. Имеются индивидуальные особенности
новорожденных, у которых при доношенном сроке
беременности возможны перинатальные наруше-
ния липидного обмена.
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Сепсис

Экстракорпоральная детоксикация 
при абдоминальном сепсисе у онкологических больных 

Н. Д. Ушакова, О. И. Кит, А. А. Маслов, А. П. Меньшенина,

Ростовский научно-исследовательский онкологический институт Минздрава России, 
Россия, 344037, г. Ростов-на-Дону, ул. 14-я линия, д. 63

Extracorporeal Detoxification in Abdominal Sepsis in Cancer Patients 

Natalia D. Ushakova, Oleg I. Kit, Andrey A. Maslov, Anna P. Men'shenina

Rostov Scientific Research Oncological Institute, Ministry of Health of Russia, 
63 14th Line Str., 344037 Rostov-na-Donu, Russia

Цель исследования – оценить детоксикационные эффекты использования колонок с полимиксиновым
сорбентом и фильтрационной детоксикации с использованием мембраны из полиметилметакрилата при аб-
доминальном сепсисе у онкологических больных.

Материал и методы. Обследовали 226 больных онкологическими заболеваниями органов брюшной по-
лости, послеоперационный период у которых осложнился абдоминальным сепсисом. В 50-и случаях реги-
стрировали развитие септического шока. У 173-х больных в структуре органных нарушений диагностировали
острое почечное повреждение (ОПП), у 61-го – в сочетании с острым респираторным дистресс синдромом
(ОРДС). Тяжесть состояния по шкале APACHE-II была 26,3±3,3 балла, SOFA – 10,2±2,5 баллов, qSOFA –
4,3±1,8 балла. Микробиологическую идентификацию получили в 155-и (68,6%) случаях. Полимиксиновую
сорбцию применили у 86-и больных через 2–6 часов после диагностики сепсиса при ЕАА выше 0,5. Скорость
кровотока — 80–150 мл/мин, длительность – 120–240 мин, кратность — 2–3 сеанса с интервалом 24 часа. При
развитии ОПП и ОРДС 144-м больным в комплекс лечения включали фильтрационную детоксикацию с ис-
пользованием диализатора с мембраной из полиметилметакрилата. Детоксикацию проводили в течение 8 –
12 часов со сменой диализатора каждые 4 часа.

Результаты. После завершения сорбционного лечения отметили статистически значимое снижение ги-
пертермии, лейкоцитоза, нейтрофилеза, прокальцитонина, показателей ЕАА-теста. Регистрировали норма-
лизацию гемодинамики, увеличение индекса оксигенации, снижение SOFA на 5,6±2,1 баллов (p<0,05). Через
60 минут после завершения фильтрационной детоксикации РСT и IL-6 в крови снизились от 6,7±2,7 нг/мл
до 2,3±0,6 нг/мл и от 7300±7700 пг/мл до 860±180 пг/мл соответственно (p<0,05). Индекс SOFA уменьшился
на 4,1±1,1 балла (p<0,05). 

Заключение. Применение полимиксиновой сорбциии и фильтрационной детоксикации с использованием
мембраны из полиметилметакрилата способствует улучшению результатов лечения абдоминального сепсиса
у онкологических больных.

Ключевые слова: абдоминальный сепсис; полимиксиновая сорбция; диализная мембрана из полиметилме-
такрилата

The purpose is to evaluate the detoxification effects of the polymyxin sorption columns and filtration detoxifi-
cation using polymethyl methacrylate membranes in abdominal sepsis in cancer patients. 

Materials and Methods. We examined 226 patients with oncological diseases of abdominal organs complicated
by abdominal sepsis postsurgery. In 50 cases, septic shock was reported. In 173 patients an acute renal injury (ARI)
was diagnosed in the structure of organ failures, of which a combination with acute respiratory distress syndrome
(ARDS) was diagnosed in 61 patients. The severity was 26.3±3.3 points (APACHE-II scale), 10.2±2.5 points (SOFA
scale), and 4.3±1.8 points (qSOFA scale). Microbiological identification was obtained in 155 (68.6%) cases. The
polymyxin column sorption was used in 86 patients 2–6 hours after sepsis was diagnosed with the EAA greater than
0.5. The blood flow rate was 80–150 mL/min; the duration was 120–240 min; the sorption frequency was 2–3 ses-
sions at a 24-hour interval. If ARI and ARDS were developed, detoxification by filtration using a dialyzer with a
BK-1.6F polymethylmethacrylate membrane was included in the complex treatment of 144 patients. The detoxifi-
cation was carried out for 8–12 hours changing the dialyzer every 4 hours.

Results. A statistically significant decreases of hyperthermia, leukocytosis, neutrophilia, procalcitonin, and the
EAA test values were revealed after the completion of the sorption treatment. Normalization of hemodynamic param-
eters, increase of the oxygenation index, and SOFA scoring decrease by 5.6±2.1 points (P<0.05) were found. PCT and
IL-6 blood levels decreased from 6.7±2.7 ng/mL to 2.3±0.6 ng/mL and from 7300±7700 pg/mL to 860±180 pg/mL,
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respectively, as determined 60 minutes after completion of filtration detoxification procedure (P<0.05). The SOFA
index decreased by 4.1±1.1 points (P<0.05). 

Conclusion. The use of polymyxin column sorption and filtration detoxification using a polymethyl metacrylate
membrane improves the results of treatment of abdominal sepsis in cancer patients.

Keywords: abdominal sepsis; polymyxin sorption; polymethyl methacrylate dialysis membrane 
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Введение

«Сепсис – угрожающая жизни органная дис-
функция, причиной которой является дисрегуля-
торный ответ организма на инфекцию…» [1]. Раз-
витие сепсиса сопровождается неконтролируемым
каскадом изменений в системах воспаления, коа-
гуляции и фибринолиза, происходящих одновре-
менно, как цикл автоматического наложения взаи-
мообусловленных процессов с последующими
нарушениями микроциркуляции и тканевой окси-
генации, развитием митохондриальной дисфунк-
ции и метаболических расстройств. В результате
комбинации клеточных, сосудистых, метаболиче-
ских нарушений формируется полиорганная недо-
статочность [2, 3]. В этих условиях при угнетении
функций физиологических защитных систем орга-
низма экстракорпоральная детоксикация стано-
вится одним из основных компонентов интенсив-
ного лечения сепсиса [4—6].

Липополисахарид (LPS) является важным
инфекционным триггером воспаления. Доказана
корреляция между концентрацией LPS в систем-
ном кровотоке, частотой и степенью выраженности
органных нарушений, а также уровнем летально-
сти при грамотрицательном сепсисе [7, 8]. В
последние годы в целях купирования системного
воздействия LPS применяют методы его избира-
тельного экстракорпорального удаления, к кото-
рым относится полимиксиновая сорбция [9—12].
В ряде многоцентровых исследований показано,
что включение в комплекс лечения абдоминально-
го сепсиса сорбции c использованием колонок с
полимиксином способствовало снижению актив-
ности индуцированного эндотоксином воспаления,
росту выживаемости у данной категории больных.
Вместе с тем, в разных исследованиях существуют
расхождения в оценке клинических эффектов
метода, что может быть связано с разнородностью
групп больных [13, 14].

Формирование органных нарушений при
генерализованном воспалении сопровождается
накоплением и распространением по водным сек-
торам организма токсических эндогенных субстан-
ций при неспособности их адекватного выведения
физиологическими системами детоксикации. Это
определяет необходимость включения в комплекс
лечения фильтрационных методов детоксикации
[4]. Особый интерес при этом представляет исполь-
зование диализной мембраны из половолоконного
полимера полиметилметакрилата (PMMА). Струк-

Introduction 

«Sepsis is a life-threatening organ dysfunction
caused by the body's disregulatory response to infec-
tion...» [1]. The development of sepsis is accompanied
by an uncontrolled cascade of changes in the systems
of inflammation, coagulation and fibrinolysis occur-
ring simultaneously as a cycle of automatic overlap-
ping of interdependent processes with subsequent
disorders of microcirculation and tissue oxygenation,
development of mitochondrial dysfunction and meta-
bolic disorders. Multiple organ failure develops as a
result of a combination of cellular, vascular, and meta-
bolic disorders [2, 3]. Under these conditions, when
the functions of physiological protective systems of
the organism are suppressed, the extracorporeal detox-
ification becomes one of the main components of the
intensive care of sepsis [4—6].

Lipopolysaccharide (LPS) is an important infec-
tious trigger of inflammation. The correlation between
the concentration of LPS in the systemic circulation,
the incidence and severity of organ dysfunctions, as
well as the mortality rate in Gram-negative sepsis
have been confirmed [7, 8]. Over recent years, in order
to inhibit the systemic effects of LPS, methods of its
selective extracorporeal removal are used including
polymyxin sorption [9—12]. Various multicenter stud-
ies have shown that the inclusion of the polymyxin
sorption in the complex treatment of abdominal sepsis
contributes to a decrease of the activity of endotoxin-
induced inflammation, and an increase in the survival
rate in these patients. However, in different studies,
there were discrepancies in the evaluation of clinical
effects of column sorption presumably due to hetero-
geneity of patient groups [13, 14].

The development of organ dysfunctions in gen-
eralized inflammation is accompanied by the accumu-
lation and spreading of toxic endogenous substances
in the aquatic sectors of the body because of inability
of adequate removal of toxic molecules by physiolog-
ical detoxification systems. This determines the ur-
gent need to include methods of detoxification by
filtration into the complex treatment of sepsis [4]. The
use of dialysis membranes of hollow-fiber polymer
polymethyl methacrylate (PMMA) is of a special in-
terest. The structure of a PMMA membrane is sym-
metrical and constant over its entire thickness that
ensures the participation of the entire surface of the
membrane in the detoxification and the implementa-
tion of the following three mechanisms: diffusion, con-
vection and sorption [15]. The effectiveness of the
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тура мембраны PMMA симметрична и одинакова
по всей толще, что обеспечивает участие в детокси-
кации всей поверхности мембраны и реализации
трех механизмов: диффузии, конвекции и сорбции
[15]. Эффективность мембраны РММА при сепси-
се и септическом шоке отмечена в ряде исследова-
ний. Так O. Nishida et al. (2011) представили резуль-
таты применения фильтрационной детоксикации с
использованием мембраны PMMA у 55 больных.
Показано снижение IL-6 после перфузии через
фильтр одного объема циркулирующей крови,
значительное уменьшение дозы прессорных ами-
нов в случаях развития септического шока, уве-
личение PaO2/FiO2 при сепсис-индуцированном
остром респираторном дистресс синдроме (ОРДС)
[16]. Taka-aki Nakadaet et al. (2011) при использо-
вании мембраны PMMA у больных сепсисом реги-
стрировали уменьшение концентрации IL-6 в
крови, улучшение показателей гемодинамики,
купирование гипоксии, увеличение диуреза [17]. В
ряде исследований показана эффективность удале-
ния провоспалительных цитокинов из системного
кровотока, что приводило к скорейшему восстанов-
лению гомеостаза при септическом шоке, а также
противовоспалительных цитокинов (IL-10), что
способствовало оптимизации цитокинового балан-
са, в том числе, и при «иммунном параличе», ассо-
циирующемся со снижением моноцитарного HLA-
DR. Эти данные имеют рациональное объяснение с
точки зрения «гипотезы пиковой концентрации»,
«цитокиновой теории» сепсиса и «цепной реакции
повреждения» [16, 18, 19].

В настоящее время сепсис признан наиболее
частой причиной нозокомиального ОПП. Госпи-
тальная летальность при сепсисе и ОПП достигает
70%, что почти в 2 раза выше, чем у больных без
ОПП [20, 21]. В последние годы на основании экс-
периментальных и клинических исследований
уточнены патогенетические механизмы ОПП при
сепсисе. Развитие ОПП является следствием нару-
шения гемодинамики почек с формированием кор-
ковой гипоперфузии и медуллярного переполне-
ния; прямого взаимодействия LPS с клеточными
структурами почек; активации иммунных клеток,
сопровождающейся массивным выбросом воспали-
тельных цитотоксических молекул; эндокринной
дисрегуляции; взаимоотягощающих перекрестных
воздействий системного воспаления, полиорган-
ных нарушений и ОПП [22—26]. Это определяет
патогенетическую обоснованность начала примене-
ния фильтрационной детоксикации на ранних эта-
пах сепсис-ассоциированного ОПП, а также выбора
метода и диализной мембраны с учетом патогене-
тических механизмов его развития. Однако в
настоящее время эти вопросы остаются предметом
научных дискуссий, а их решение требует дальней-
ших научных исследований.

Цель исследования – оценить детоксикацион-
ные эффекты использования колонок с полимик-

PMMA membrane in sepsis and septic shock was re-
ported in a number of studies. For example, O. Nishida
et al. (2011) presented the results of the use of filtra-
tion detoxification using the PMMA membrane in 55
patients. A decrease in the IL-6 level after perfusion
of one volume of circulating blood through the filter,
a significant reduction in the dose of pressor amines in
cases of septic shock, an increase in PaO2/FiO2 in sep-
sis-induced acute respiratory distress syndrome
(ARDS) were demonstrated [16]. Taka-aki Nakadaet
et al. (2011) reported a decrease of IL-6 concentration
in blood, improvement of hemodynamic parameters,
relief of dysoxia, and an increase of the urine output
when PMMA membrane was used in patients with
sepsis [17]. A number of studies had shown the effec-
tiveness of removal of (a) proinflammatory cytokines
from the systemic blood flow, which led to early recov-
ery of homeostasis in septic shock, and (b) anti-inflam-
matory cytokines (IL-10), which contributed to the
optimization of the cytokine balance including «im-
mune paralysis» associated with a decrease in mono-
cytic HLA-DR. These data have a rational
explanation from the point of view of «peak concen-
tration hypothesis», «cytokine sepsis theory», and
«damage chain reaction» [16, 18, 19].

Currently, sepsis is considered the most common
cause of nosocomial ARI. The hospital mortality in
sepsis and ARI reaches 70%, which is almost twice as
high as in patients without ARI [20, 21]. Over recent
years, on the basis of experimental and clinical studies,
pathogenetic mechanisms of ARI in sepsis have been
specified. The development of ARI is the consequence
of impairment of renal haemodynamics with the for-
mation of cortical hypoperfusion and medullary over-
flow; direct interaction of LPS with cellular structures
of the kidney; the activation of immune cells, accom-
panied by a massive release of inflammatory cytotoxic
molecules; endocrine dysregulation; mutually compli-
cating cross-effects of the systemic inflammation, mul-
tiple organ disorders and ARI [22—26]. This
determines the pathogenetic validity of the initiation
of the application of the detoxification by filtration in
the early stages of sepsis-associated ARI, as well as the
choice of the method and dialysis membrane, taking
into account the pathogenetic mechanisms of its de-
velopment. However, at present, these issues remain
the subject of scientific discussions and their solution
requires further scientific research.

The purpose of the study was to evaluate the
detoxification effects of the polymyxin column sorp-
tion and filtration detoxification using polymethyl
methacrylate membranes in abdominal sepsis in can-
cer patients.

Materials and Methods
The study included 226 patients (136 men and 90

women) with oncological diseases of abdominal organs aged
54.3±8.7 years, whose postoperative period was complicated
by abdominal sepsis. In 50 cases, septic shock was reported.



синовым сорбентом и фильтрационной детоксика-
ции с использованием мембраны из полиметилме-
такрилата при абдоминальном сепсисе у онкологи-
ческих больных.

Материал и методы
В исследование включили 226 больных (136 муж-

чин и 90 женщин) онкологическими заболеваниями ор-
ганов брюшной полости в возрасте 54,3±8,7 лет,
послеоперационный период у которых осложнился аб-
доминальным сепсисом. У 50 больных регистрировали
развитие септического шока. В 173 случаях в структуре
органных нарушений диагностировали острое почечное
повреждение (ОПП), в 61 – в сочетании с острым рес-
пираторным дистресс синдромом (ОРДС). Тяжесть ис-
ходного состояния по шкале APACHE-II была 26,3±3,3
балла, SOFA – 10,2±2,5 баллов, qSOFA – 4,3±1,8 балла. 

Микробиологическую идентификацию получили в
155-и (68,6%) случаях. Грамотрицательная инфекция
была представлена Enterococcus faecium, Klebsiella pneu-
moniae, Acinetobacter baumannii, Pseudomonas aeruginosa,
Enterobacter species. У 146 (64,6%) больных диагностиро-
вали инфекционный процесс смешанной этиологии. В 82
(36,3%) случаях были выделены проблемные штаммы.

Все больные получали стандартизированную тера-
пию [1]. Дополнительно 86 больным в комплекс лечения
была включена полимиксиновая сорбция с использова-
нием колонки с иммобилизированным полимиксином-В
«Toraymyxin PMX-20 R» («Toray Industries», Япония). По-
лимиксиновую сорбцию проводили через 2–6 часов после
диагностики сепсиса при ЕАА выше 0,5. Скорость крово-
тока была 80–150 мл/мин, длительность – 120–240 мин,
кратность 2–3 сеанса с интервалом 24 часа. 

При развитии ОПП и ОРДС 144-м больным в ком-
плекс лечения была включена фильтрационная детокси-
кация (гемодиализ, гемофильтрация, гемодиафильтрация)
с использованием диализатора с мембраной из полиметил-
метакрилата серии «ВК-1,6 F», диаметр пор 100А
(«Toray Industries», Япония). Детоксикацию проводили
на аппарате Мультифильтрат («Fresenius», Германия).
Сосудистый доступ – v. subclavia/v. femoralis. Скорость
перфузии – 150 мл/час. Скорости потоков субституата
и диализата составляли 1000–1200 мл/час. Гепариниза-
ция – нефракционированный гепарин в дозе, рассчитан-
ной с учетом показателей активированного частичного
тромбопластинового времени. Детоксикацию проводили
в течение 8–12 часов со сменой диализатора каждые 4
часа, что было связано с высокой, но ограниченной вре-
менем сорбционной активностью и появлением призна-
ков тромбоза диализатора.

Наряду с общеклиническим обследованием иссле-
довали прокальцитонин (PCT) и активность эндотоксина
в крови. Прокальцитонин определяли количественным
методом (Brahms Diagnostica GmbH, Германия). Тест на
активность эндотоксина (ЕАА) выполняли хемилюми-
несцентным методом на люменометре Smart Line Tube Il-
luminometer («Berthold Detection Systems GmbH»,
Германия) с использованием набора иммунодиагностиче-
ских реагентов EAATM. Исследования проводили при ди-
агностике сепсиса, до начала экстракорпоральной
детоксикации, через 1 и 24 часа после завершения деток-
сикационного лечения. 

Дополнительно в целях изучения детоксикационных
эффектов диализной мембраны РММА серии «BK-1,6 F»

In 173 patients, acute renal injury (ARI) was diagnosed in
the structure of organ impairment, in 61 patients it was di-
agnosed in a combination with acute respiratory distress
syndrome (ARDS). The baseline severity was 26.3±3.3
points according to the APACHE-II scale, 10.2±2.5 points
according to the SOFA scale, and 4.3±1.8 points according
to the qSOFA scale. 

Microbiological identification was obtained in 155
(68.6%) cases. Gram-negative infection was represented by
Enterococcus faecium, Klebsiella pneumoniae, Acinetobacter
baumannii, Pseudomonas aeruginosa, Enterobacter species.
Infectious process of a mixed etiology was diagnosed in 146
(64.6%) patients. Problem strains were identified in 82
(36.3%) cases.

All patients received a standard sepsis therapy [1]. Ad-
ditionally, polymyxin column sorption using the Toraymyxin
PMX-20 R column with immobilized polymyxin B («Toray
Industries», Japan) was additionally included in the com-
plex treatment of 86 patients. The polymyxin sorption was
carried out for 2–6 hours after sepsis was diagnosed at EAA
values greater than 0.5. The blood flow rate was 80–150
ml/min; the duration was 120–240 min; the frequency was
2–3 sessions with a 24 hour interval. 

With the development of ARI and ARDS, filtration
detoxification (hemodialysis, hemofiltration, hemodiafiltra-
tion) using a dialyzer with a BK-1.6F polymethyl methacry-
late membrane, pore diameter is 100A («Toray Industries»,
Japan) was included in the complex treatment of 144 pa-
tients. Detoxification was carried out using the Multifiltrate
apparatus («Fresenius», Germany). The vascular access was
via V. subclavia/ V. femoralis. The perfusion rate was 150
ml/h. The flow rates of the substituate and dialysate were
1000-1200 ml/h. Heparinization is an unfractionated he-
parin at a dose calculated taking into account the parameters
of activated partial thromboplastin time. Detoxification was
carried out for 8 – 12 hours with a change of the dialyzer
once every 4 hours, which was due to a high but tied for time
sorption activity and the appearance of signs of thrombosis
in the dialyzer.

Along with a general clinical examination, procalci-
tonin (PCT) levels and endotoxin activity in the blood were
studied. Procalcitonin was determined by a quantitative
method (Brahms Diagnostica GmbH, Germany). The endo-
toxin activity assay (EAA) was performed by a chemilumi-
nescence technique on a luminometer Smart Line Tube
Illuminometer («Berthold Detection Systems GmbH», Ger-
many) using an EAATM immunodiagnostic reagent kit. The
tests were carried out while diagnosing sepsis, before extra-
corporeal detoxification, and 1 and 24 hours after detoxifi-
cation treatment. 

In addition, a retrospective analysis of filtration detox-
ification of ascitic fluid of patients with ovarian cancer per-
formed to obtain its protein concentrate as a biological
medium for the intraperitoneal chemotherapy was carried
out to determine the detoxification effects of the «BK-1.6 F»
PMMA dialysis membrane. The results of biochemical and
immunological investigations of ascitic fluid and its compo-
nents (protein concentrate and filtrate obtained by its fil-
tration detoxification) and the morphological structure of
protein film-like structures of ascitic fluid and its protein
concentrate were also studied [27—29]. 

The medium mass molecule count (MMM254 and
MMM280) was studied by a direct spectrometry of depro-
teinized supernatant obtained after protein deposition with
trichloroacetic acid solution at wavelengths of 254 and 280 nm
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провели ретроспективный анализ фильтрационной деток-
сикации асцитической жидкости больных раком яичников,
которая была выполнена для получения ее белкового кон-
центрата, как биосреды для внутрибрюшинной химиоте-
рапии. Изучили результаты биохимического,
иммунологического исследований асцитической жидкости
и ее компонентов – белкового концентрата и фильтрата, по-
лученных путем ее фильтрационной детоксикации; морфо-
логической структуры белковых фаций асцитической
жидкости и ее белкового концентрата [27—29]. 

Содержание молекул средней массы (МСМ254 и
МСМ280) изучили методом прямой спектрометрии депро-
теинизированного супернатанта, полученного после
осаждения белков раствором трихлоруксусной кислоты,
при длинах волн 254 и 280 нм [30]. Общую (ОКА) и эф-
фективную концентрацию альбумина (ЭКА) с вычисле-
нием резервной связывающей способности альбумина
(ЭКА/ОКА • 100%), позволяющей судить о степени
сорбции токсических лигандов, определяли флюоримет-
рическим методом. Коэффициент интоксикации, отра-
жающий баланс между накоплением и связыванием
токсических лигандов, рассчитывали по формуле:
КИМСМ/ЭКА = (МСМ254/ЭКА) • 1000 [31]. Концентрацию
цитокинов IL-1α, IL-6, TNF-α, IL-10, IFN-γ исследовали
иммуноферментным методом с использованием тест-си-
стем («Цитокин», Санкт-Петербург). Общее количество
белка определяли биуретовым методом. Цитокины яв-
ляются веществами белковой природы с более низкой мо-
лекулярной массой, чем альбумин и глобулины, и
содержатся в биологических жидкостях в значительно
меньших количествах (измеряются в пг/мл, тогда как аль-
бумин и глобулины в г/л). Учитывая тот факт, что общее
количество белка в асцитической жидкости больных в
значительной мере индивидуально и может варьировать
в широких пределах, в каждой пробе асцитической жид-
кости, белкового концентрата и фильтрата провели пере-
счет концентрации цитокинов на общее количество белка
и получили значения их удельного содержания. 

Морфологическое исследование структуропострое-
ния твердотельных фаций (пленок) выполнили методом
клиновидной дегидратации [312]. Микроскопирование
провели в световом и поляризационном режимах микро-
скопом leicaDMLS2. 

Статистическую обработку результатов провели с
использованием программы «Statistica 6.0» с вычисле-
нием критерия достоверности Стъюдента (t). Достовер-
ным считали различие при p<0,05.

Результаты и обсуждение

Полимиксиновую сорбцию включили в ком-
плекс интенсивного лечения у 86-и больных. В
основу метода положена нейтрализация при поли-
миксиновой сорбции биологической активности
эндотоксина путем связывания липида А, который
является облигатным компонентом молекулы LPS,
а также сорбции активированных нейтрофилов и
проапоптических факторов. У 78-и больных про-
вели 2 сеанса сорбции с интервалом 24 часа, в 8
случаях – 3, что было обусловлено сохранением
выраженности эндотоксемии. 

Анализ клинических результатов свидетель-
ствовал о положительном воздействии полимик-
синовой сорбции на течение генерализованного

[30]. The total (TAC) and effective albumin concentration
(EAC) with the calculation of reserve binding capacity of
albumin (EAC/TAC • 100%), which allows to conclude
on the degree of sorption of toxic ligands, was determined
by a fluorimetric method. The intoxication coefficient re-
flecting the balance between accumulation and binding of
toxic ligands was calculated using the following formula:
ICMMM/EAC = (МMМ254/EAC) • 1000 [31]. The concentra-
tion of cytokines IL-1α, IL-6, TNF-α, IL-10, and IFN-γ was
determined by ELISA using test-systems («Cytokine», St.
Petersburg). The total amount of protein was determined
by the biuret test. Cytokines are substances of a protein
nature with a molecular weight lower than that of albumin
and globulins and are contained in biological fluids in
much smaller quantities (measured in pg/ml, whereas al-
bumin and globulins are measured in g/l). Taking into ac-
count the fact that the total amount of protein in the
ascetic fluid of patients is largely individual and can vary
widely, in each sample of ascetic fluid, protein concentrate
and filtrate, the cytokine concentration was recalculated
by the total amount of protein and the values of their spe-
cific content were obtained. 

The morphological study of solid-state film-like struc-
tures was performed by wedge-shaped dehydration [32].
The microscopy was carried out in the light and polarization
modes by the Leica DMLS2 microscope. 

The statistical processing of the results was carried out
using the Statistica 6.0 software and Student’s t-test. The
difference at P<0.05 was considered significant.

Results and Discussion

Polymyxin column sorption was included in the
complex intensive care in 86 patients. The method is
based on neutralization of endotoxin biological activ-
ity during the polymyxin sorption by binding lipid A,
which is an obligatory component of the LPS mole-
cule, as well as sorption of activated neutrophils and
proapoptotic factors. In 78 patients, 2 sorption ses-
sions were conducted at intervals of 24 hours, in 8
cases 3 sessions were performed, which was due to the
persistence of endotoxemia. 

Analysis of clinical results showed a positive ef-
fect of polymyxin sorption on the course of generalized
inflammation in abdominal sepsis in cancer patients.
When it was included in the main treatment, in 68
(79.1%) cases, a decreases in the daily febril state from
38.7±0.3°C to 37.4±0.4°C, WBC count from
18.9±8.3•109/l to 11.2±2.4•109/l, neutrophil blood
count from 88.1±3.2 % to 74.1±3.2 %, and SOFA index
by 5.6±2.1 points (P<0.05) were observed in 24 hours
after the completion of the procedure. At that time-
point, there was a decrease in the PCT level from
7.1±2.6 ng/ml to 2.2±0.4 ng/ml and EAA from
0.62±0.10 to 0.36±0.01 (P<0.05). 

After completion of a sorption treatment, in 37
(88.1%) of 42 patients with initially detected disor-
ders of the cardiovascular system, improvement of he-
modynamic parameters was diagnosed. In 21 cases, no
further use of vasopressor drugs was required; in 16
cases, doses of pressor amines were reduced: dopamine
by 68%, noradrenaline+adrenaline by 75% (P<0.05).



воспаления при абдоминальном сепсисе у онколо-
гических больных. При ее включении в основное
лечение в 68-и (79,1%) случаях через 24 часа после
завершения отмечали снижение суточного фебри-
литета от 38,7±0,3°С до 37,4±0,4°С, лейкоцитов от
18,9±8,3•109/л до 11,2±2,4•109/л, нейтрофилов
крови от 88,1±3,2% до 74,1±3,2%, индекса SOFA на
5,6±2,1 баллов (p<0,05). При этом наблюдали
уменьшение РСТ от 7,1±2,6 нг/мл до 2,2±0,4 нг/мл,
EAA от 0,62±0,10 до 0,36±0,01 (p<0,05). 

После завершения сорбционного лечения у
37-и (88,1%) из 42-х больных при исходно
выявленных нарушениях со стороны сердечно-
сосудистой системы диагностировали улучшение
гемодинамических показателей. В 21-м случае
дальнейшего применения вазопрессорных препа-
ратов не требовалось, в 16-и – дозы прессорных
аминов были снижены: допамин – на 68%, норад-
реналин+адреналин – на 75% (p<0,05). Только у 5-
и больных инотропную/вазоактивную поддержку
осуществляли в прежнем режиме. 

Включение в комплекс интенсивного лечения
полимиксиновой сорбции оказывало положитель-
ное влияние на состояние метаболизма. У 63-х
(73,3%) больных отмечали нормализацию лактата,
а также значений PH и BE крови, что свидетель-
ствовало об улучшении клеточной оксигенации и
нормализации клеточного метаболизма. 

После экстракорпоральной элиминации эндо-
токсина наблюдали улучшение оксигенирующей
функции легких. Диагностировали увеличение
индекса оксигенации (РаО2/FiO2) от 239,3±46,2 до
317,3±14 (р<0,05). В 23-х (37,7%) из 61-го случая
после окончания сорбционного лечения больные,
которым проводили ИВЛ, были переведены на
спонтанное дыхание. 

Применение в комплексе лечения абдоми-
нального сепсиса полимиксиновой сорбции приво-
дило к улучшению функционального состояния
почек. Так у 49-и (92,5%) из 53-х больных при
исходной олигоанурии более 6-и часов и повыше-
нии креатинина крови в среднем до 246 мкмоль/л
(210–270) наблюдали восстановление объема
почасового диуреза с последующим снижением
креатинина. Только в 4-х (7,5%) случаях отмечали
прогрессирование ОПП и необходимость приме-
нения заместительной почечной терапии. Полу-
ченные результаты согласуются с данными литера-
туры, свидетельствующими о выраженном
нефропротекторном эффекте полимиксиновой
сорбции, связанном с подавлением системной про-
апоптозной активности путем удаления липополи-
сахарида грамотрицательных бактерий [31].

Через 60 минут после окончания фильтра-
ционной детоксикации содержание РСT и IL-6 в
крови снизилось с 6,7±2,7 нг/мл до 2,3±0,6 нг/мл
и с 7300±7700 пг/мл до 860±180 пг/мл соответ-
ственно (p<0,05). Показатели ЕАА-теста статисти-
чески значимых изменений не претерпевали.

Only in 5 patients, inotropic / vasoactive support was
carried out as previously. 

The inclusion of the polymyxin column sorption
into the complex intensive treatment provided a pos-
itive effect on the state of metabolism. In 63 (73.3%)
patients, the normalization of lactate, blood pH and
blood BE values was observed indicating the improve-
ment of cellular oxygenation and normalization of cel-
lular metabolism. 

After extracorporeal elimination of endotoxin,
improvement of lung oxygenation function was ob-
served. Increased oxygenation index (РаО2/FiO2)
from 239.3±46.2 to 317.3±14 (P<0.05) was diagnosed.
In 23 (37.7%) of 61 cases, patients on mechanical ven-
tilation were transferred to spontaneous breathing
after the completion of the sorption treatment. 

The use of the polymyxin sorption in the com-
plex of treatment of abdominal sepsis led to an im-
provement in the functional state of the kidneys. For
example, in 49 of 53 patients (92.5%) with initial
oligoanuria for more than 6 hours and an increased
blood creatinine level up to an average of 246 μmol/l
(210–270), the recovery of hourly urine output fol-
lowed by a decreased creatinine level was observed.
Only in 4 cases (7.5%), the progression of ARI and the
need for renal replacement therapy was found. The ob-
tained results correspond to the literature data indi-
cating the significant nephroprotective effect of the
polymyxin column sorption associated with the abro-
gation of systemic proapoptotic activity through re-
moving the lipopolysaccharide of Gram-negative
bacteria [31].

PCT and IL-6 blood levels decreased from
6.7±2.7 ng/ml to 2.3±0.6 ng/ml and from 7300±7700
pg/ml to 860±180 pg/ml, respectively were registered
60 minutes after completion of filtration detoxifica-
tion (P<0.05). The parameters of the EAA test did not
undergo statistically significant changes. There was a
decrease in the blood lactate level from 5.6±2.3 mg/ml
to 1.9±0.9 mg/ml (P<0.05). The SOFA index in these
patients decreased by 4.1±1.1 points (P<0.05). 

While diagnosing septic shock, in 22 (73.3%) of
30 patients, values of catecholamine index decreased
from 5.2±1.2 to 2.1±0.6 after the filtration detoxifica-
tion. At the same time, in 12 cases (40.0%), normal-
ization of hemodynamics was observed and the
administration of pressor amines was canceled. In 123
(85.4%) of 144 patients, the frequency of filtration
detoxification was from 1 to 4 sessions. Only in 21
(14.6%) cases, the course of ARI required a long-term
dialysis treatment.

The effects of detoxification activity of the
PMMA dialysis membrane were also studied retro-
spectively on the basis of previously obtained data of
filtration detoxification of ascetic fluid in patients
with ovarian cancer (Table) [27—29]. The analysis of
results of this study demonstrated a high activity of
excretion of substances of medium molecular weight
and the exposed active centers of albumin molecules
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Отмечали уменьшение концентрации лактата
крови от 5,6±2,3 мг/мл до 1,9±0,9 мг/мл (p<0,05).
Индекс SOFA у этих больных снизился на 4,1±1,1
балла (p<0,05). 

При диагностике септического шока у 22-х
(73,3%) из 30-и больных после проведения фильт-
рационной детоксикации значения катехоламино-
вого индекса уменьшились с 5,2±1,2 до 2,1±0,6. При
этом в 12-и случаях (40,0%) отмечали нормализа-
цию гемодинамики и введение прессорных аминов
было отменено. У 123-х (85,4%) из 144-х больных
кратность проведения фильтрационной детоксика-
ции составила от 1 до 4 сеансов. Только в 21-м
(14,6%) случае характер течения ОПП потребовал
длительного применения диализного лечения.

Эффекты детоксикационного воздействия
диализной мембраны РММА также изучили ретро-
спективно на основании полученных ранее данных
фильтрационной детоксикации асцитической жид-
кости больных раком яичников (таблица) [27—29].
Анализ результатов этого исследования выявил
высокую активность выведения при фильтрации
субстанций средней молекулярной массы и дебло-
кирование активных центров молекул альбумина,
участвующих в физиологических механизмах
детоксикации. В белковом концентрате содержание
МСМ254 и МСМ280 было в 30 раз ниже, ЭКА альбу-
мина и его связывающая способность в 1,7 раз выше,
а коэффициент интоксикации – в 6,4 раза меньше,
чем в асцитической жидкости и фильтрате (p<0,05). 

Содержание цитокинов в асцитической жид-
кости больных раком яичников и ее компонентах –
белковом концентрате и фильтрате, полученных
при фильтрации, представлено в таблице. 

В белковом концентрате регистрировали
значительно более низкие концентрации в сравне-
нии с асцитической жидкостью и фильтратом IFN-γ,
IL-1α, IL-6, IL-10 и отсутствие ТNF-α. В фильтрате
содержание IFN-γ, IL-6, IL-10 было значительно

involved in physiological mechanisms of detoxifica-
tion. In the protein concentrate, the content of
MMM254 and MMM280 was 30 times lower; the EAC
and the albumin binding capacity was 1.7 times higher,
and the intoxication coefficient was 6.4 times less than
those in the ascitic fluid and filtrate (P<0.05). 

The content of cytokines in the ascetic fluid of
patients with ovarian cancer and its components, pro-
tein concentrate and filtrate obtained during filtra-
tion, is presented in Table. 

Significantly lower concentrations of IFN-γ, IL-1α,
IL-6, IL-10 and the absence of TNF-α were found in the
protein concentrate as compared to ascitic fluid and fil-
trate. In the filtrate, the content of IFN-γ, IL-6, IL-10
was significantly lower than that in the ascetic fluid, and
IL-1α was not determined. At the same time, the total
concentration of cytokines in the protein concentrate
and filtrate obtained during filtration was significantly
lower than those in the ascitic fluid, which indirectly
confirms the presence of the mechanism of their sorption
by a dializer membrane.

The morphological structure of film-like
structures (facies) of the ascitic fluid and its pro-
tein concentrate obtained after the filtration detox-
ification using PMMA membranes was studied in
15 samples.

The study of the morphological pattern of solid-
state facies makes it possible to make the molecular
organization of biological fluids visible and to detect
conformational changes in albumin in various patho-
logical conditions. During the transition of biological
liquids into the solid phase, a dry film, facies, is
formed (Fig. a). Evaporation of protein-bound water
leads to the coagulation of protein molecules, stretch-
ing, compression of the film and the formation of
«cracks». In biological fluids of healthy people, the
formation of «cracks» occurs at regular intervals from
the periphery to the center, and the ends of radial
«cracks» are rounded and form «arcades» and «sec-

Biological Values of parameters (М±σ)
medium TAC EAC ABA МMМ254 МMМ280 IC Cytokines, pg/ml 

g/l g/l conven- conven- IL-1α TNF-α IL-6 IFN-γ IL-10
tional units tional units

Ascitic fluid 28,3±2,58 21,69±2,57 45,9±4,6 0,304±0,017 0,258±0,03 17,02±1,89 9,11±3,98 500,7±0,56 44,02±1,37 4,9±3,43 94,25±3,28
Protein 48,6±3,42* 37,7±3,5* 72,7±4,7* 0,098±0,02* 0,089±0,03* 2,7±1,56* 1,57±0,85 — 10,06±1,33* — 0,08±0,05*
concentrate 
Filtrate — — 0,340±0,044 0,235±0,034 — 309,9±309 14,4±24,3 9,0±11,35 62,9±24,9

Показатели эндогенной интоксикации и содержание цитокинов в биологической среде, полученной при фильт-
рационной детоксикации у больных раком яичников (n=30). 
Parameters of endogenous intoxication and cytokine level in biological medium of patients with ovarian cancer, ob-
tained by filtration detoxification (n=30).

Note. EAC — effective albumin concentration; TAC — total albumin concentration; ABA — albumin binding ability; IC — intoxication
coefficient. * — P<0.05 compared to ascitic fluid.
Примечание. Biological medium — биологическая среда; ascitic fluid — асцитическая жидкость; protein concentrate — белковый
концентрат; filtrate — фильтрат; values of parameters — значения параметров; TAC — общая концентрация альбумина, г/л; EAC —
эффективная концентрация альбумина, г/л; ABA — связывающая способность альбумина; conventional units — условные еди-
ницы; IC — коэффициент инторсикации; сytokines, pg/ml — цитокины, пг/мл. * — различия достоверны в сравнении с асцитиче-
ской жидкостью, p<0,05.



ниже, чем в асцитической жидкости, а IL-1α не
определялся. При этом суммарная концентрация
цитокинов в белковом концентрате и фильтрате,
полученных при фильтрации, была статистически
значимо меньше, чем в асцитической жидкости,
что косвенно подтверждает присутствие механиз-
ма их сорбции мембраной диализатора.

Морфоструктура фации асцитической жидко-
сти и ее белкового концентрата, полученного после
фильтрационной детоксикации с использованием
мембраны РММА, была изучена в 15 пробах.

Исследование морфологической картины
твердотельных фаций позволяет делать видимой
молекулярную организацию биологических жид-
костей и выявлять конформационные изменения
альбумина при различных патологических состоя-
ниях. При переходе биологической жидкости в
твердую фазу формируется сухая пленка – фация
(рис. a). Испарение связанной с белками воды при-
водит к свертыванию молекул белка, растяжению,
сжатию пленки и образованию «трещин». В биоло-
гических жидкостях здоровых людей формирова-
ние «трещин» происходит через равные промежут-
ки от периферии к центру, а концы радиальных
«трещин», закругляясь, образуют «аркады» и «сек-
тора», чем и завершается системный уровень само-
организации. Подсистемная организация связана с

tors», thus completing the
system level of self-organiza-
tion. The subsystem organi-
zation is associated with
further small breaks of the
protein base and the forma-
tion of «cleavages», i.e. sec-
tions of facies limited by
«cracks». In the central part
of the «cleavage», a circular
zone of salts surrounded by a
protein ring, «concretion».
Therefore, facies, a dry film
with fixed circular «concen-
tration waves», «cracks»,
«cleavages», «concretions»,
is a structural norm of a bio-
logical fluid in the solid
phase [32].

Morphological changes
in facies of ascetic fluid were
characterized by pronounced
disorders of the system and
subsystem structure, accu-
mulation of pathological
proteins, toxic metabolic
products. After filtration in
the protein concentrate of
the ascitic fluid, the restora-
tive dynamics in both system
types of film-like structures
and stability of the physio-

logical rhythm of self–recovery (recovery of circular
autorhythms, radial or partially radial symmetry of
«cracks») were observed (Fig. b, c). These data
clearly show the detoxification effects of the PMMA
membrane.

Conclusion 

Inclusion of polymyxin column sorption in the
complex treatment of abdominal sepsis in cancer pa-
tients contributes to prevention of the hyperactiva-
tion of immune responses at an early stage of the
development, which determines the need for its timely
application immediately after surgical debridement
and initiation of antibiotic therapy. In the develop-
ment of multiple organ failure, the polymyxin column
sorption should be combined with the filtration detox-
ification providing extracorporeal removal of exces-
sively produced inflammatory reaction mediators and
endogenous toxic substances.

Timely and joint carrying out of therapeutic
measures (objective diagnostics, rational surgery,
pathophysiologically justified basic drug therapy, in-
dividually selected extracorporeal detoxification)
contribute to the improvement of the results and
outcomes of treatment of abdominal sepsis in cancer
patients.
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Рис. Морфологическая картина структуропостроения фаций биологических жидкостей.
Fig. Morphological image of the structure formation of protein film-like structures of biological
liquid specimens.
Note. a — healthy person, serum; b — patient with ovarian cancer, ascitic fluid during filtration
detoxification; c — ovarian cancer, ascitic fluid, during filtration detoxification. Magnification �10. 
Примечание. Crack — трещина; concretion — конкреция; cleavage — отдельность. a — сыво-
ротка крови здорового человека; b — асцитическая жидкость больных раком яичников; с —
белковый концентрат асцитической жидкости больных раком яичников, b и c получены при
фильтрационной детоксикации. Увеличение �10.
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дальнейшими мелкими разрывами белковой осно-
вы и формированием «отдельностей» – участков
фации, ограниченных «трещинами». В централь-
ной части «отдельности» формируется круговая
зона солей, окруженная белковым кольцом – «кон-
креция». Таким образом, фация – сухая пленка с
фиксированными круговыми «концентрационны-
ми волнами», «трещинами», «отдельностями»,
«конкрециями» является структурной нормой био-
логической жидкости в твердой фазе [32]. 

Морфологические изменения фаций асцити-
ческой жидкости изученных проб характеризова-
лись выраженными нарушениями системного и
подсистемного структурного построения, накопле-
нием патологических белков, токсических продук-
тов метаболизма. После фильтрации в белковом
концентрате асцитической жидкости наблюдали
восстановительную динамику как по системным
типам фаций, так и по устойчивости физиологиче-
ского ритма самоорганизации – восстановление
круговых ауторитмов, радиальной и частично-
радиальной симметрии «трещин» (рис. b, c). Эти
данные отчетливо демонстрируют детоксикацион-
ные эффекты мембраны РММА.

Заключение

Включение в комплекс лечения абдоминаль-
ного сепсиса у онкологических больных полимик-
синовой сорбции способствует предупреждению
активации иммунных реакций на раннем этапе раз-
вития, что определяет необходимость своевремен-
ного ее применения непосредственно после хирур-
гической санации и начала антибактериальной
фармакотерапии. При развитии полиорганных
нарушений полимиксиновую сорбцию следует
сочетать с фильтрационной детоксикацией, обес-
печивающей экстракорпоральное выведение чрез-
мерно продуцируемых медиаторов воспалительной
реакции и эндогенных токсических субстанций.

Своевременное и содружественное проведе-
ние лечебных мероприятий – объективной диагно-
стики, рациональной хирургии, патофизиологиче-
ски обоснованной базовой медикаментозной
терапии, индивидуально подобранной экстракор-
поральной детоксикации способствует улучшению
результатов и исходов лечения абдоминального
сепсиса у онкологических больных.
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Клозапин – атипичное антипсихотическое средство с доказанной эффективностью, которое широко ис-
пользуется в клинической практике. Однако, его применение сопряжено с высоким риском развития серьез-
ных побочных эффектов. Угрожающие жизни состояния при приеме клозапина могут быть следствием
идиосинкразии, острого отравления в результате непреднамеренной передозировки назначенного препарата,
суицидального поведения, криминальных действий. В обзоре представили современные данные о механизмах
терапевтического и токсического действия клозапина. Описали воздействие клозапина на клеточные рецеп-
торы и ультраклеточные структуры. Рассмотрели роль основных и промежуточных метаболитов данного ле-
карственного средства в развитии токсических эффектов. 

Ключевые слова: клозапин; лекарственный метаболизм; острые отравления; кардиотоксичность; агра-
нулоцитоз; клозапин-индуцированый миокардит

Clozapine is an atypical antipsychotic agent with a confirmed effectiveness which is widely used in the clinical
practice. However, its administration is associated with a high risk of serious adverse events. Life-threatening con-
ditions related to administration of clozapine may be a result of idiosyncrasy, acute poisoning resulting from unin-
tentional overdose of the prescribed dug, suicidal behavior, and criminal actions. The review presents current data
on the mechanism of therapeutic and toxic effect of clozapine. It describes the effect of clozapine on cell receptors
and ultracellular structures. It dwells on the contribution of major and intermediate metabolites of this medicinal
agent to the development of toxic effects. 

Keywords: clozapine, drug metabolism, acute poisoning, cardiotoxicity, agranulocytosis, clozapine-induced my-
ocarditis 
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Введение

Клозапин — высокоэффективный атипичный
нейролептик, который широко применяется в кли-
нической практике. Клозапин практически не
вызывает экстрапирамидные нарушения, улучшает
состояние больных шизоаффективными расстрой-
ствами, резистентными формами шизофрении, что
значительно увеличивает группу пациентов, кото-
рым он может быть назначен [1–3]. 

Introduction 

Clozapine is a highly effective atypical antipsy-
chotic drug which is widely used in the clinical prac-
tice. Clozapine practically does not cause
extrapyramidal disorders; it improves the state of pa-
tients with schizoaffective disorders and resistant
types of schizophrenia, thus increasing the group of
patients to whom it may be prescribed [1–3]. 
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В то же время, такие особенности препарата,
как дозозависимый эффект и низкий терапевтиче-
ский индекс, сильное холиноблокирующее, пери-
ферическое альфа-адренолитическое действие
обусловливают высокий риск возникновения опас-
ных для жизни состояний при его применении.
Острое отравление клозапином, как правило,
сопряженное с высоким риском летального исхода,
может быть результатом непреднамеренной пере-
дозировки препарата, идиосинкразии, суицидаль-
ного поведения. Выраженный и быстрый седатив-
ный эффект объясняет высокую частоту случаев
использования данного лекарственного средства в
криминальных целях [4–6]. 

Патогенез острых отравлений клозапином
изучен недостаточно [7, 8]. Следовательно, не до
конца понятен танатогенез фатальных отравлений,
что существенно снижает качество судебно-меди-
цинской диагностики, которая в настоящее время
основывается только на результатах судебно-хими-
ческого исследования. 

Для выяснения пато- и танатогенеза острых
отравлений клозапином целесообразно тщатель-
ное изучение его цитогенетических и молекуляр-
ных механизмов действия.

На сегодняшний момент данные исследова-
ний, подробно раскрывающих терапевтические и
токсические эффекты клозапина, разрознены.
Возникает необходимость систематизировать
имеющуюся на настоящий момент информацию,
что позволит сформировать более ясное представ-
ление о пато- и танатогенезе острых отравлений
клозапином.

История введения клозапина 
в клиническую практику

Клозапин был синтезирован в 1959 году
швейцарской фармакологической компанией
Wander [9—12]. Путь от разработки лекарствен-
ного средства до начала использования в клини-
ческой практике был длительным и сложным. Так
как в то время эффективность антипсихотических
препаратов проверялась способностью вызывать
каталепсию у крыс, существовало представление
о том, что антипсихотическое действие обязатель-
но сопровождается экстрапирамидными наруше-
ниями [10—12]. При исследовании клозапина на
доклиническом этапе была доказана его эффек-
тивность при отсутствии экстрапирамидной
симптоматики, что было нетипично для антипси-
хотических лекарственных средств того времени.
По этой причине клозапину было дано определе-
ние атипичного нейролептика [9, 11]. В течение
13 лет проводились исследования препарата, в
ходе которых была доказана его эффективность.
Впервые он появился под торговым названием
«Leponex» в Швейцарии и Австрии в 1972 году.
Изначально препарат не пользовался большой

Several features of the drug that include At the
same time, the characteristics of the drug as a dose-de-
pendent effect, and a low therapeutic index, as well
asand a potent anticholinergic peripheral alpha-
adrenolytic activity explain a the high risk of life-
threatening conditions due tofollowing its
administration. Acute clozapine poisoning usually re-
lated to a high risk of a lethal outcome may be a result
of an unintentional drug overdose, idiosincrasia, and
suicidal behaviour. A pronounced and rapid sedative
effect explains the high frequency of the use of this
drug for criminal purposes [4–6]. 

The pathogenesis of acute clozapine poisoning
has been studied insufficiently [7, 8]. Therefore, the
tanatogenesis of fatal poisoning is not completely
clear; it significantly reduces the quality of forensic di-
agnostics which is currently based only on the results
of forensic chemical research. 

To clarify the pathogenesis and tanatogenesis of
acute poisoning with clozapine, a thorough study of
its cytogenetic and molecular mechanisms of action is
expedient.

At present, data from studies that reveal in detail
the therapeutic and toxic effects of clozapine are dis-
embodied. There is a need to systematize the currently
available information that willto ensure a more clear
understanding of pathogenesis and tanatogenesis of
acute poisoning with clozapine.

The history of the introduction 
of clozapine into clinical practice

Clozapine was synthesized by a Swiss pharmaco-
logical company Wander in 1959 [9—12]. The way
from the development of the drug to the beginning of
its use in clinical practice was long and difficult. Since
at that time the efficacy of antipsychotic drugs was
tested by the ability to cause catalepsy in rats, there
was an idea that an antipsychotic action is necessarily
accompanied by extrapyramidal disorders [10—12]. In
the study of clozapine at the preclinical stage, its ef-
fectiveness was confirmed in the absence of extrapyra-
midal symptoms, which was atypical for antipsychotic
drugs of that time. For this reason, clozapine was de-
fined as an atypical antipsychotic drug [9, 11]. The
drug has been studied for 13 years; these studies have
confirmed its efficacy. It appeared under the trade
name «Leponex» in Switzerland and Austria for the
first time in 1972. Initially, the drug was not very pop-
ular in clinical practice, as preference was given to the
first typical antipsychotic drug chlorpromazine used
since 1954. [9–11]

In 1975, The Lancet journal published a letter
from Finnish scientists reporting eighteen cases of
agranulocytosis, nine of which were fatal, among pa-
tients taking clozapine [11]. Taking into account this
information, clozapine was withdrawn from sale in a
number of European countries, with the exception of
Switzerland and the USSR [9].
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популярностью в клинической практике, так как
предпочтение отдавалось первому типичному
антипсихотику хлорпромазину, используемому с
1954 года [9—11].

В 1975 в журнале The Lancet было опублико-
вано письмо ученых из Финляндии, в которой
сообщалось о восемнадцати случаях агранулоци-
тоза, девять из которых были смертельны, среди
пациентов, принимающих клозапин [11]. В связи с
данной информацией, клозапин был изъят из про-
дажи в ряде европейских стран, за исключением
Швейцарии и СССР [9].

Нарастающая проблема тяжелейших экстра-
пирамидных нарушений при применении различ-
ных представителей типичных нейролептиков в
клинической практике, вновь возродила интерес к
клозапину [11].

В 1988 г. J. Kane и коллективом ведущих пси-
хиатров в США было проведено двойное слепое
мультицентровое исследование эффективности
терапии хлорпромазином и клозапином на 286
пациентах, не отвечавших на лечение галоперидо-
лом в течение 6 недель. В результате у 30% паци-
ентов, получавших клозапин было отмечено улуч-
шение состояния, в то время как на хлорпромазин
отреагировало лишь 4 % исследуемых [13]. 

В 90-х годах H.Y. Meltzer и соавт. провели ряд
исследований в ходе которых было доказано сни-
жение частоты суицидов, улучшение качества
жизни больных шизофренией при применении
клозапина [10, 11, 14]. 

Позже были доказаны преимущества клоза-
пина по сравнению с другими атипичными нейро-
лептиками в ходе двух исследований: Clinical
antipsychotic Trials for Interventios Effectiveness
(CATIE) и Cost Utility of the Latest Antipsychotic
Drug in Schizophrenia Study (CUtLASS 2) [11]. 

С 1990 года клозапин стал широко использо-
ваться в США, странах Европы. С целью снижения
риска развития агранулоцитоза, во всех странах
мира обязательным стало динамическое исследо-
вание показателей крови пациентов, получающих
клозапин [1, 9–11].

За многолетний опыт применения клозапина
в клинической практике был зарегистрирован ряд
побочных эффектов, таких как миокардит, кардио-
миопатии, тромбообразование, ортостатическая
гипотензия, кишечная непроходимость, метаболи-
ческие нарушения [5, 6, 15–29].

В настоящее время клозапин активно исполь-
зуется в психиатрической практике наряду с дру-
гими, более новыми антипсихотиками. Несмотря
на эффективность, клозапин не является препара-
том первой линии при шизофрении, а использу-
ется, согласно большинству рекомендаций, после
неадекватного ответа по крайней мере на два анти-
психотических средства [1, 9, 10, 30].

The growing problem of severe extrapyramidal
disorders after administration of various typical an-
tipsychotics in clinical practice has revived interest in
clozapine [11].

In 1988, J. Kane and a team of leading psychia-
trists in the United States conducted a double-blind,
multicenter study of the effectiveness of chlorpro-
mazine and clozapine therapy in 286 patients who did
not respond to treatment with haloperidol for 6 weeks.
As a result, 30% of patients receiving clozapine had an
improvement, while only 4% of the examined patients
responded to chlorpromazine [13]. 

In the 1990s, H. Y. Meltzer et al. conducted a num-
ber of studies, in which the reduced frequency of suicides
and improved quality of life of patients with schizophre-
nia using clozapine were confirmed [10, 11, 14]. 

Later, the benefits of clozapine compared to
other atypical antipsychotics were proven in two
studies: Clinical antipsychotic Trials for Interven-
tios Effectiveness (CATIE) and Cost Utility of the
Latest Antipsychotic Drug in Schizophrenia Study
(CUtLASS 2) [11]. 

Since 1990, clozapine has been widely used in the
USA, Europe. In order to reduce the risk of agranulo-
cytosis, in all countries all over the world, follow-up
blood count tests of patients receiving clozapine be-
came mandatory [1, 9—11].

Over the years of experience in the use of cloza-
pine, a number of side effects, such as myocarditis, car-
diomyopathy, thrombosis, orthostatic hypotension,
intestinal obstruction, metabolic disorders has have
been registered in clinical practice [5, 6, 15–29].

Currently, clozapine is widely used in psychiatric
practice along with other, newer antipsychotics. De-
spite its efficacy, clozapine is not a first-line drug for
schizophrenia, but is used, according to most recom-
mendations, after an inadequate response to at least
two antipsychotics [1, 9, 10, 30].

Mechanisms of the antipsychotic activity

Clozapine has a wide range of effects on recep-
tors responsible not only for the effectiveness of the
drug, but also for its side effects. 

The antipsychotic efficacy is ensured by a high
affinity to D4 — receptors, and the minimum risk of
extrapyramidal symptoms is due to by the ability to
occupy D2 — receptors for a short time and dissociate
quickly, without disturbing the normal neurotransmis-
sion of dopamine [31, 32]. 

The effect on 5-(NT)3 receptors, which accord-
ing to modern concepts are the interface between the
motor and limbic structures of the brain, explains the
pronounced anxiolytic effect [31, 33]. As an agonist of
5-(NT)2A receptors located in the central nervous
system, clozapine contributes to the regression of psy-
chotic symptoms, and its effect on 5-(NT)2A platelet
receptors, smooth muscle cells of blood vessels, lungs,
and gastrointestinal tract, may be one of the factors



Механизмы 
антипсихотической активности

Клозапин обладает широким спектром действия
на рецепторы, что обусловливает не только эффек-
тивность препарата, но и его побочные эффекты. 

Антипсихотическая эффективность обес-
печивается высоким аффинитетом к D4-рецепто-
рам, а минимальный риск возникновения экстра-
пирамидной симптоматики — способностью лишь
на короткое время занимать D2-рецепторы и
быстро диссоциироваться, не нарушая нормаль-
ную нейротрансмиссию дофамина [31, 32]. 

Воздействием на 5-(НТ)3 рецепторы, которые,
согласно современным представлениям, являются
интерфейсом между моторной и лимбическими
структурами мозга, объясняется выраженный анк-
сиолитический эффект [31, 33]. Являясь агонистом
5-(НТ)2А рецепторов, находящихся в ЦНС, клоза-
пин способствует регрессу психотических симпто-
мов, а его влияние на 5-(НТ)2А рецепторы тромбо-
цитов, гладкомышечных клеток кровеносных
сосудов, легких, ЖКТ, может оказаться одним из
факторов тромбообразования, развития гиперто-
нии, мигрени, гипокинезии желудка [34, 35]. 

Взаимодействием клозапина с гистаминовы-
ми рецепторами некоторые исследователи объ-
ясняют атипичную антипсихотическую актив-
ность, а также его побочные эффекты, такие как
седация и увеличение веса [36]. 

Являясь мощным антагонистом мускарино-
вых холинорецепторов, клозапин способен вызы-
вать тахикардию, вследствие блокирования эффек-
тов блуждающего нерва, снижать перистальтику
кишечника вплоть до развития непроходимости.
Холинолитическое действие, по мнению большин-
ства исследователей, является центральным меха-
низмом отравлений [2, 4, 37, 38].

Эпигенетические аспекты 
антипсихотического 
действия клозапина

В лаборатории E. Costa (1996–2009 г.), в ходе
анализа посмертных образцов головного мозга
пациентов с шизофренией и биполярным психо-
зом, были получены данные, которые позволили
сформулировать новую гипотезу об эпигенетиче-
ском механизме патогенеза шизофрении. Во всех
образцах было обнаружено снижение экспрессии
рилина (REELIN) и глутаматдекарбоксилазы-67
(GAD 67) вследствие гиперметилирования их
промоторов. В 2008 году E.Dong и соавт. было
исследовано действие клозапина на гиперметили-
рованные участки ДНК нейронов фронтальной
коры. Было установлено, что клозапин и сульпи-
рид, но не галоперидол активируют деметилиро-
вание ДНК, что способствует нормализации сек-
реции гамма-аминомасляной кислоты в ЦНС, чем

causing thrombosis, hypertension, migraine, and gas-
tric hypokinesia [34, 35]. 

Some researchersSeveral studies explain atypical
antipsychotic activity, as well as its side effects, such
as sedation and weight gain, by interaction of clozap-
ine with histamine receptors [36]. 

Being a powerful antagonist of muscarinic choli-
noreceptors, clozapine can cause tachycardia, due to
blocking the effects of the vagus nerve and reduce re-
ducing the intestinal peristalsis up to complete ob-
struction. The cholinolytic effect, according to most
researcherspublications, is represents the central
mechanism of poisoning [2, 4, 37, 38].

Epigenetic aspects 
of the antipsychotic activity of clozapine

In E. Costa's laboratory (During studies in
1996–2009 in E. Costa's laboratory), as a resulta sig-
nificant of an analysis of postmortem brain samples of
patients with schizophrenia and bipolar psychosis was
performd., The accumulated data were obtained that
allowed to formulate suggest a new hypothesis about
on the epigenetic pathogenetic mechanisms of schizo-
phrenia. In all samples, Aa decreased reelin (REELIN)
and glutamate decarboxylase-67 (GAD67) expression
as a result of hypermethylation of their promoters was
found in all samples of postmorthem brain specimens
studied. In 2008, E. Dong and et al. investigated the
effect of clozapine on hypermethylated DNA segments
of neurons of the frontal cortex. It was has been found
that clozapine and sulpiride, but not haloperidol, ac-
tivate DNA demethylation, which contributes to the
normalization of secretion of gamma-aminobutyric
acid in the central nervous system. Findings, which
explains the positive response of most patients to
clozapine therapy [39, 40].

Characteristics 
of the clozapine metabolism

Clozapine is metabolized mainly in the liver. While
undergoing N-oxidation and N-demethylation, clozap-
ine is biotransformed to desmethylclozapine (norcloza-
pine) and clozapine-N-oxide, which are its representing
main Clozapine metabolites and that almost do not dif-
fer from it in their pharmacological propertiesactivities.
P450 cytochrome isoenzyme (CYP1A2A) plays a major
role in the metabolism. The following isoenzymes
CYP2D6, CYP 3A4, CYP2С19 are also involved in me-
tabolism of the drug, however, to a lesser extent:
CYP2D6, CYP 3A4, CYP2С19. It has been studied that
cClozapine-N-oxide is formed mainly under the action
of CYP3A4 and flavine-containing monooxygenase,
while whereas desmethylclozapine (norclozapine) is
formed under the effect action of CYP3A4 and CYP1A2
[41, 42]. It has been proved that in addition to the liver,
the biotransformation of clozapine into clozapine-N-
oxide occurs in the brain under the action of flavine-con-
taining monooxygenase [43–45].
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Острые отравления

и объясняется положительный ответ большинства
пациентов на терапию клозапином [39, 40].

Особенности метаболизма клозапина

Метаболизм клозапина происходит, главным
образом, в печени. Подвергаясь процессам N-окис-
ления и N-деметилирования, клозапин биотранс-
формируется в десметилклозапин (норклозапин)
и клозапин-N-оксид, которые являются основны-
ми его метаболитами и мало отличаются от него по
своим фармакологическим свойствам. Основную
роль в метаболизме играет изофермент цитохрома
р450 — CYP1А2. В меньшей степени участвуют
изоферменты: CYP2D6, CYP 3A4, CYP2С19.
Исследовано, что клозапин-N-оксид образуется
преимущественно под действием CYP3A4 и фла-
винсодержащей монооксигеназы, а десметилклоза-
пин (норклозапин) – под CYP3A4 и CYP1А2 [41,
42]. Было доказано, что помимо печени биотранс-
формация клозапина в клозапин-N-оксид происхо-
дит в мозге под действием флавинсодержащей
монооксигеназы [53–45].

Также известны неактивные метаболиты,
такие как гидрокси- и метилтиопроизводные, глю-
курониды. При значительном превышении поро-
говых концентраций в крови биотрансформация
замедляется на уровне перехода активных метабо-
литов в неактивные, что способствует увеличению
длительности токсичных проявлений [37].

Особенностью метаболизма клозапина, во
многом объясняющей механизмы его токсического
действия, является наличие промежуточных реак-
тивных метаболитов. Впервые их образование в
результате окисления клозапина миелопероксида-
зой было выявлено в нейтрофилах и их предше-
ственниках [46].

Современные исследования, проведенные in
vitro показали, что промежуточные реактивные мета-
болиты способны образовываться непосредственно
под воздействием клозапина в микросомах печени
при участии CYP3A4 и CYP2D6 и в миокарде [47].

Метаболизм клозапина подвержен широким
индивидуальным колебаниям [48]. Скорость эли-
минации и другие показатели, влияющие на сыво-
роточную концентрацию, согласно клиническим и
экспериментальным исследованиям, во многом
зависит от пола, возраста, наличия сопутствующих
заболеваний [42]. Доказано, что курение снижает
токсические эффекты клозапина из-за индукции
CYP1А2, а кофеин и пропранолол, наоборот повы-
шает, что объясняется конкурентным ингибирова-
нием CYP1А2 [43—45, 48]. 

Единственным генным полиморфизмом, свя-
занным с концентрацией клозапина в крови,
является ген АВСВ1, который кодирует трансмем-
бранный Р-гликопротеин, находящийся в слизи-
стой оболочке кишечника, почках, сосудах гема-
тоэнцефалического барьера [49].

Inactive metabolites such as hydroxy derriva-
tives and methylthioderrivatives, as well as glu-
curonides are also knownhave been recognized. In the
case of a significant excess of a blood concentration
threshold of the drug, blood concentrations, the bio-
transformation slows down at the level of transition of
active metabolites into inactive ones, thus contribut-
ing to an increase in theincreased duration of toxic
manifestations [37].

The peculiarity of clozapine metabolism, which
largely explains the mechanisms of its toxic effect, is
the presence of intermediate reactive metabolites. For
the first time, their formation as a result of oxidation
of clozapine by myeloperoxidase was found in neu-
trophils and their predecessors precursors [46].

Modern studies conducted in vitro have shown
that intermediate reactive metabolites can be formed
formed in liver microsomes directly under the influ-
encefrom of clozapine in liver microsomes with the in-
volvement ofif metabolized by cytochrome P450
CYP3A4 and CYP2D6, and in the myocardium [47].

Clozapine metabolism is a subject to of wide sig-
nificant individual fluctuations variations [28]. Ac-
cording to clinical and experimental studies,
elimination rates and other indicators parameters af-
fecting serum concentrations largely depend on sex,
age, and the presence of comorbidities [42]. It has been
confirmed that smoking reduces the toxic effects of
clozapine due to induction of CYP1A2, and whereas
caffeine and propranolol, on the contrary, increase
them clozapine toxicity due to competitive inhibition
of CYP1A2 [43—45, 48]. 

The only gene polymorphism associated with the
blood concentration of clozapine is the AVSV1 gene,
which encodes transmembrane pP-glycoprotein lo-
cated in the intestinal mucosa, kidneys, and blood ves-
sels of the blood-brain barrier [49].

Mechanisms of the development 
of some life-threatening medical 
conditions due to administration 

of clozapine

Life-threatening conditions may result from an
overdose of clozapine, as well as after because of ad-
ministration of therapeutic doses.

Malignant neuroleptic syndrome (ICD-10
code: G21.0).

Malignant neuroleptic syndrome (MNS) is char-
acterized by hyperthermia in the absence of infections,
muscle rigidity, vegetative dysfunction, and changes
in mental status. MNS is a rare complication that oc-
curred at thein response to administration of thera-
peutic doses of clozapine [50, 51]. However, it isMNS
represents a distinctive feature of a clinical presenta-
tion of acute clozapine poisoning [4]. The pathogene-
sis of the neuroleptic syndromeMNS is not completely
clear. It was suggested that the blockade of dopamine
D2 receptors in nigrostriatal pathway, mesocortical



Механизмы возникновения некоторых
угрожающих жизни состояний 

при применении клозапина

Угрожающие жизни состояния могу возник-
нуть в результате передозировки клозапина, а также
развиться на фоне приема терапевтических доз.

Злокачественный нейролептический син-
дром (код по МКБ-10 – G21.0).

Злокачественный нейролептический синдром,
характеризующийся гипертермией при отсутствии
инфекций, мышечной ригидностью, вегетативной
дисфункцией, изменением психического статуса, —
редкое осложнение при приеме терапевтических
доз клозапина [50, 51]. Однако, он является отличи-
тельной особенностью клинических признаков ост-
рых отравлений клозапином [4]. Патогенез нейро-
лептического синдрома до конца не выяснен. Было
высказано предположение о том, что ключевым
звеном патогенеза является блокада допаминовых
D2-рецепторов в нигростриаторном тракте, мезо-
кортикальном пути и ядрах гипоталамуса. Исходя
из данного представления, атипичные нейролепти-
ки, в частности клозапин, связывающийся менее
чем с 75% D2-рецепторов, не могут быть причиной
нейролептического синдрома. Немалое количество
зарегистрированных случаев развития нейролепти-
ческого синдрома, связанных с приемом атипичных
нейролептиков, заставило пересмотреть теорию его
патогенеза. В настоящее время существуют гипоте-
зы о серотонинергических и норадренергических
механизмах нейролептического синдрома, что поз-
воляет объяснить его возникновение при приеме
клозапина [5, 51]. 

Согласно исследованию E. Elmorsy и соавт.
неблагоприятные побочные эффекты со стороны
ЦНС при приеме клозапина, в том числе и нейро-
лептический синдром, возникают в результате
находящегося в зависимости от времени и кон-
центрации нарушения биоэнергетического статуса
эндотелиальных клеток капилляров гемато-энце-
фалического барьера. Было показано, что клозапин
ингибирует активность I и III митохондриальных
комплексов [52].

Агранулоцитоз.
Существует ряд гипотез о механизме разви-

тия агранулоцитоза, индуцированного клозапи-
ном. Большая роль отводится промежуточным
активным метаболитам, которые образуются непо-
средственно нейтрофилами периферической
крови и их предшественниками в костном мозге.
Было доказано, что реактивный метаболит кова-
лентно связывается с белками нейтрофилов. До
настоящего времени не ясно, является поврежде-
ние нейтрофилов непосредственным или иммун-
но-опосредованным [46, 53]. 

Ряд исследований продемонстрировали связь
агранулоцитоза с определенными гаплотипами ком-
плекса гистосовместимости (HLA-B38, DR4, DQw3,

pathway and the nuclei of the hypothalamus is the key
link to of theMNS pathogenesis. Based on this con-
cept, atypical antipsychotics, in particularly, clozapine,
which bindings to less than 75% of D2-receptors, can
not be the main cause of the neuroleptic syndrome. A
considerable number of reported cases of the neurolep-
tic syndromeMNS associated with atypical antypsy-
chotics forced researchers to reconsider the theory of
its pathogenesis. 

Currently, there are hypotheses about based on
serotoninergic and noradrenergic mechanisms of the neu-
roleptic syndromeMNS which that can explain its devel-
opment after the administration of clozapine [50, 51]. 

According to a study by E. Elmorsy and et al.,
the adverse side effects affecting the central nervous
system (CNS) after administration of clozapine, in-
cluding the neuroleptic syndromeMNS, occur as a re-
sult of impairment of the bioenergy status of
endothelial cells of the blood-brain barrier capillaries
depending on the dose and timetime and its concen-
tration parameters. It was shown that clozapine in-
hibits the activity of the mitochondrial complexes I
and III mitochondrial complexes [52].

Agranulocytosis.
There is a number of hypotheses about on the

mechanism of agranulocytosis induced by clozapine. In-
termediate active metabolites which are formed directly
in peripheral blood neutrophils and by their predeces-
sors in the bone marrow are of a primary importance. It
has been proven that the reactive metabolites covalently
binds to neutrophil proteins. However, it has had not
been clear clarified to date whether it is occured due to
a direct damage of neutrophils or because of immune-
mediated damage of neutrophils [46, 53]. 

A number of studies have demonstrated a rela-
tionship between agranulocytosis and certain haplo-
types of the histocompatibility complex (HLA-B38,
DR4, DQw3, DQB1), which confirms the hypothesis
of the immuno-mediated mechanism. Genetic suscep-
tibility to clozapine-induced agranulocytosis was
found in a case of (a change of one amino acid in HLA-
DQB1 (126Q) or HLA – B (158T) antigens due to
mutant loci [54].

Cardiotoxic effect.
The cardiotoxic action of clozapine is its repre-

sents the most serious side effect. Numerous studies
have proved the connection between clozapine intake
and increased risk of myocarditis, cardiomyopathy,
pericarditis, heart failure, and a sudden cardiac death
[16, 26, 27, 55–61]. By 2010, the manufacturer of the
drug registered 213 cases of myocarditis, including 50
deaths, and 178 international reports on clozapine-in-
duced cardiomyopathy [62, 63]. 

Data onThere are multiple data on the risk of a
sudden cardiac death contain many long-term stud-
iesassociated with clodipine intake [55—57]. For ex-
ample, Modai and et al. concluded onfound a fourfold
increased in the risk of a sudden cardiac death in pa-
tients taking clozapine [64]. The analysis of sudden
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DQB1), что подтверждает гипотезу о иммуно-опо-
средованном механизме. Выявлена генетическая
восприимчивость к индуцированному клозапином
агранулоцитозу (изменение одной аминокислоты в
HLA-DQB1 (126Q) HLA – B (158T) [54].

Кардиотоксическое действие.
Кардиотоксическое действие клозапина

является наиболее серьезным его побочным эффек-
том. Многочисленными исследованиями доказана
связь между приемом клозапина и повышением
риска развития миокардитов, кардиомиопатий,
перикардитов, сердечной недостаточности, внезап-
ной сердечной смерти [16, 26, 27, 55–61]. К 2010
году производителем препарата было зарегистриро-
вано 213 случаев миокардита, включая 50 смертель-
ных случаев, 178 международных докладов о клоза-
пин-индуцированной кардиомиопатии [62, 63]. 

Имеются многочисленные данные о риске
внезапной сердечной смерти, ассоциированном с
приемом клозапина [55—57]. Так, например, Modai
и соавт. пришли к выводу о четырехкратном уве-
личении риска внезапной сердечной смерти у
пациентов, принимающих клозапин [64]. В резуль-
тате анализа случаев внезапной сердечной смерти
было отмечено преобладание пациентов молодого
возраста без сопутствующих заболеваний [59].

Исследование, проведенное в Австралии
A.A. Khan и соавт. с 2009 по 2015 год показало, что слу-
чаи миокардита и внезапной сердечной смерти у 503
пациентов составили 3% и 2% соответственно [15]. 

Патогенез кардиотоксичности до настоящего
времени не ясен. Отмечено повышение тропони-
на, КФК-МВ, интерлейкинов, фактора некроза
опухоли альфа, цитокинов при применении кло-
запина в высоких дозах [5, 6, 65, 66]. B. A. Al-
Wahab и соавт. в экспериментальном исследова-
нии было выявлено повышение уровней
катехоламинов, норадреналина и эпинефрина в
плазме у мышей, получавших клозапин [5]. Из
этого следует, что кардиологические побочные
эффекты могут быть связаны с повреждением
кардиомиоцитов вследствие накопления в них
адреналина, а также с нарушением перфузии мио-
карда в результате длительной констрикции
венечных сосудов в сочетании с тахикардией,
которая отмечается у 25% пациентов, принимаю-
щих клозапин [61, 67—70]. 

Многие исследователи считают главным
патогенетическим звеном кардиотоксических
эффектов повреждающее действие реактивных
метаболитов клозапина [71]. Было установлено,
что клозапин подвергается биоактивации в ткани
миокарда до образования химически активного
метаболита – нитрения [47]. Метаболит связыва-
ется с белками в миокарде, что приводит к образо-
ванию антигенного комплекса, который стимули-
рует имунный ответ и макрофаги, за этим следует
высвобождение цитокинов, которые опосредуют
клеточную инфильтрацию и миокардит [71]. 

cardiac death cases demonstrated the predominance
of young patients without comorbidities [59].

A study conducted in Australia by A. A. Khan et
al. from 2009 to 2015 showed that cases of myocarditis
and a sudden cardiac death in 503 patients amounted
tooccurred in 3% and 2% of all cases, respectively [15]. 

The pathogenesis of cardiotoxicity is still not
clear. There was an increase in troponin, CPK-MB, in-
terleukins, tumor necrosis factor alpha, and cytokines
concentrations due towhen clozapine was administered
ration of clozapine in at high doses [5, 6, 65, 66]. In an
experimental study, B.A. Al-Wahab et al. demonstrated
an increase in plasma levels of catecholamines, nora-
drenaline and epinephrine in mice receiving clozapine
[25]. Therefore, cardiac side effects may be associated
with a damage of cardiomyocytes due to the accumula-
tion accumulatingof adrenaline in them, as well as with
impaired myocardial perfusion as a result of a prolonged
constriction of the coronary vessels in combination
with tachycardia, which is observed in 25% of patients
taking clozapine [61, 67—70 ]. 

Many Various researchers consider a damaging ef-
fect of clozapine reactive metabolites as the main patho-
genetic factor of the cardiotoxic effects [71]. It was
found that clozapine is bioactivated in the myocardial
tissue to chemically active nitrenium ionmetabolite [47].
The metabolite binds with to proteins in the my-
ocardium leading to the formation of an antigenic com-
plex which stimulates the immune response and
macrophages, followed by the release of cytokines,
which mediate cellular infiltration and myocarditis [71]. 

Arrhythmogenic side effects of clozapine were
noted. The long QT prolongation syndrome (ICD-10
code: I49.8), which is a predictor of a v entricular
tachycardia of the «pirouette» type of torsade de
pointes is the most common disorder. In about one of
ten cases, torsade de pointesthe latter leads to death
[17–20, 73, 74]. The mechanism of the long QT pro-
longation syndrome related to the clozapine intake is
associated with the blockade of repolarization pf of IKr
potassium voltage-gated channel subfamily H member
2 channels encoded by a human KCNH2 (or HERG,
«ether-a-go-go-relatet related» (HERG) gene [31].

Thromboembolic complications.
The database of the International Centre for Ad-

verse Drug Reactions Monitoring of the World Health
Organization (WHO) provides information about 754
cases of venous thromboembolism in patients receiv-
ing clozapine [75]. A number of studies have revealed
a high probability of thromboembolic complications
of administration of second — generation antipsy-
chotic drugs [21—24]. From 1990 to 1999, the Food
and Drug Administration (USA) had received 99 re-
ports on thromboembolic complications [76].

The pathogenesis of these complications is a
multi-factorial one. A number of studies demon-
strated that changes in 5НТ2А-receptors of platelets
may mediate atherogenic and prothrombotic mech-
anisms [75].



Отмечены аритмогенные побочные эффекты
клозапина. Наиболее частым нарушением являет-
ся синдром удлинения Q–T (код по МКБ-10 –
I49.8), который является предиктором желудочко-
вой пируэт-тахикардии. Примерно в одном из
десяти случаев пируэт-тахикардия приводит к
смерти [17–20, 73, 74]. Механизм синдрома удли-
нения Q – T при приеме клозапина связывают с
блокадой реполяризации калиевых каналов IKr,
кодируемых геном KCNH2 (HERG) [20].

Тромбоэмболические осложнения.
В базе международного центра контроля

побочного действия лекарств Всемирной организа-
ции здравоохранения (ВОЗ) содержатся сведения
о 754 случаях венозной тромбоэмболии у больных,
получавших клозапин [75]. В ряде исследований
была выявлена высокая вероятность тромбоэмбо-
лических осложнений при приеме антипсихотиче-
ских препаратов второго поколения [21—24]. С
1990 по 1999 годы управлением по санитарному
надзору за качеством пищевых продуктов и меди-
каментов США (Food and Drug Administration,
USA) было получено 99 сообщений о тромбоэмбо-
лических осложнениях [76].

Патогенез данных осложнений — многофак-
торный. В ряде исследований показано, что опо-
средовать атерогенные и протромботические меха-
низмы могут изменения в 5НТ2А-рецепторном
аппарате тромбоцитов [75].

В результате исследования S. Axelsson и
соавт. было установлено, что под действием кло-
запина на кровь in vitro увеличивается адгезия и
агрегация тромбоцитов, уменьшаются значения
активированного частичного тромбопластинового
времени – АЧТВ [25].

В исследовании М. В. Беловой и соавт. было
показано, что при острых отравления психофар-
макологическими средствами, в том числе и кло-
запином наблюдался дисбаланс между перекис-
ным окислением липидов и антиоксидантной
системой, что сопровождалось увеличением вяз-
кости крови и повышением агрегационных

As a result of the study of S. Axelsson et al. it was
founddemonstrated that under the action of clozapine
on blood, the in vitro platelet adhesion and aggrega-
tion increased in vitro andwhereas APPT the values of
activated partial tromboplastin time are reduced [25].

A study of M. V. Belova et al. demonstrated that
in acute poisoning with psychopharmacological
agents, including clozapine, there was an imbalance
between lipid peroxidation and the antioxidant sys-
tem, which was accompanied by an increase in blood
viscosity and an increase in the aggregation properties
of red blood cells and platelets due to membrane dam-
age to their membranes [77]. 

Conclusion 

Clozapine remains a popular psychopharmaco-
logical agent in clinical practice, despite the side ef-
fects that pose a threat to life. Numerous studies do
not allow to come to a consensus on the mechanisms
of its toxic effects. A detailed study of the cytogenetic
cellular, genetic and molecular aspects of clozapine ac-
tion will allow to disclose most fully the pathogenesis
of life-threatening conditions due to due to its admin-
istrationclozapine administration. 
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свойств эритроцитов и тромбоцитов в следствие
повреждения их мембран [77]. 

Заключение

Клозапин остается популярным психофар-
макологическим средством в клинической прак-
тике, несмотря на побочные эффекты, представ-
ляющие угрозу для жизни. Многочисленные
исследования не позволяют прийти к единому
мнению о механизмах его токсического дей-
ствия. Подробное изучение клеточных, генетиче-
ских и молекулярных аспектов действия клоза-
пина позволит наиболее полно раскрыть
патогенез опасных для жизни состояний при его
применении.
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Effects of Succinate-Based Antioxidant 
on in vitro Conversion of Methemoglobin in Oxyhemoglobin 
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Цель исследования — показать возможность использования антиоксиданта на основе янтарной кислоты
для восстановления метгемоглобина до оксигемоглобина в крови in vitro.

Материалы и методы. Забор крови в микроветты, содержащие ЭДТА, производили у пяти здоровых до-
норов при профилактических осмотрах. В кровь in vitro добавляли раствор NaNO2 для получения метгемог-
лобина (MetHb). В качестве антиоксиданта использовали комплексный препарат, состоящий из следующих
активных компонентов: янтарная кислота, инозин, рибофлавин и никотинамид. Измеряли спектр поглощения
суспензий эритроцитов с различным содержанием препарата Dι(λι)exper с шагом 1 нм. Методом нелинейной
регрессии рассчитывали концентрации производных гемоглобина в суспензиях.

Результаты. В экспериментах, когда метгемоглобин взаимодействовал с препаратом, оптическая плот-
ность пиков, характерных для оксигемоглобина, увеличивалась, а спектральный пик метгемоглобина сни-
жался. Чем больше были концентрация препарата и время инкубации, тем эффективнее был процесс
восстановления метгемоглобина до оксигемоглобина. 

Заключение. Экспериментально доказали, что при начальной концентрации метгемоглобина в крови
91—93% добавление препарата снижает его концентрацию до 25—27%. В то же время, благодаря автовос-
становлению, концентрация метгемоглобина уменьшается только до 84%. Показанный эффект может иметь
практическое применение при критических состояниях, при хранении донорской крови, при проведении
гемотрансфузии, при воздействии физико-химических факторов на кровь. 

Ключевые слова: эритроциты; метгемоглобин; оксигемоглобин; восстановление; янтарная кислота; ино-
зин; рибофлавин; никотинамид; цитофлавин

The purpose of the study — to determine the feasibility of using the succinate-based antioxidant for the in vitro
reduction of excessive methemoglobin to oxyhemoglobin in blood. 

Materials and Methods. Blood sampling was performed in five healthy donors in microvettes containing EDTA
during prophylactic examinations. NaNO2 solution was added to blood samples in vitro in order to yield methemo-
globin (MetHb). The complex drug containing the following active ingredients: succinic acid, inosine, riboflavin,
nicotinamide, was used as an antioxidant. The absorption spectrum of red cell suspensions with different drug content
Dι(λι)exper was measured with 1 nm increments. The non-linear regression method was used to calculate concentra-
tions of hemoglobin derivatives in suspensions. 

Results. In our experiments, when methemoglobin reacted with drug the optical density of peaks typical for
oxyhemoglobin increased and the spectral peak of methemoglobin decreased. The greater the concentration of drug,
the more was the incubation time, the more efficient was the process of reduction of MetHb to HbO2. 

Conclusion. We proved experimentally that while the baseline concentration of MetHb was an average of
91—93%, addition of drug decreased its concentration to 25—7%. Without drug, due to autoreduction, the con-
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centration of MetHb decreases only to 84%. The revealed effect provide a potential for practical applications in
critical illness, during the storage of donor blood, in blood transfusions, and under the action of physico-chemical
factors on blood.

Keywords: red blood cells; methemoglobin; oxyhemoglobin; reduction; succinic acid; inosine; riboflavin; nicotinamide;
cytoflavin
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Введение

Эндогенная и экзогенная интоксикация раз-
личной природы может вызывать образование
активных форм кислорода (АФК) в крови и моди-
фицировать молекулы гемоглобина в эритроцитах.
При этом происходят процессы окисления железа
Fe2+�Fe3+ и превращения молекулы гемоглобина
(Hb) и оксигемоглобина (HbO2) в метгемоглобин
(MetHb) [1—3]. В нормальном состоянии организм
поддерживает биохимическое равновесие, и метге-
моглобин в крови человека всегда присутствует в
небольших количествах (0,5—1,5%). 

Нарушение равновесия между содержанием
образующихся АФК и антиоксидантными защит-
ными механизмами клетки может произойти под
влиянием различных эндогенных и экзогенных
факторов (бактерии, вирусы, химические агенты,
ряд фармпрепаратов, загрязнение окружающей
среды, ионизирующие излучения, травмы, массив-
ные кровотечения и др.) [4—6]. Кроме того, метге-
моглобинемия может быть вызвана передозиров-
кой некоторых лекарственных средств (лидокаин,
новокаин, противомалярийные препараты и др.),
отравлением химическими веществами (анилино-
выми красителями, нитратами, хлорбензолом) [7]. 

При усилении окислительных процессов
собственная антиоксидантная система уже не
может «справляться» с увеличенным количеством
активных форм кислорода и азота и образованием
MetHb. Увеличение содержания метгемоглобина
выше физиологического уровня приводит к нару-
шению газообмена. При удельной концентрации
MetHb более 30% в жизненно важных органах
могут развиваться необратимые изменения [4].
Известно, что для лечения метгемоглобинемии
применяется метиленовый синий. Однако он не
всегда эффективен и обладает рядом побочных
токсических эффектов [4, 5]. 

Поэтому поиск лекарственных препаратов,
способных усилить эффективность антиоксидант-
ной системы эритроцитов и предотвратить образо-
вание АФК и MetHb, является актуальным. 

Особенный интерес представляют вещества,
содержащие природные компоненты. Примером
таких препаратов является цитофлавин (ООО
«НТФФ «ПОЛИСАН», Российская Федерация).
Его фармакологические эффекты определяются
совместным действием, составляющих его ингре-
диентов: янтарная кислота, инозин, никотина-
мид, мононуклеотид рибофлавина натрия [8].

Introduction 

Endogenous and exogenous intoxications of var-
ious causes may lead to the formation of active forms
of oxygen (ROS) in the blood and modify hemoglobin
molecules in erythrocytes. At the same time, the oxi-
dation processes Fe2+�Fe3+ occurs, and molecules of
deoxyhemoglobin (Hb) and oxyhemoglobin ( HbO2)
are converted to methemoglobin (MetHb) [1—3]. In
its normal state, the body maintains a biochemical bal-
ance, and methemoglobin is always present in small
amounts (0.5—1.5%) in human blood.

The imbalance between the amount of ROS
formed and the antioxidant defense mechanisms may
occur in cells under the influence of various endogenous
and exogenous factors: bacteria, viruses, chemical agents,
a number of pharmaceuticals, environmental pollution,
ionizing radiations, traumas, massive bleeding, etc. [4—
6]. In addition, methemoglobinemia can be caused by an
overdose of some drugs (lidocaine, novocaine, antimalar-
ials, etc.) and poisoning with chemicals (aniline dyes, ni-
trates, chlorobenzene) [7]. With increasing of oxidative
processes, own antioxidant system can no longer deal
with an increased amount of active forms of oxygen and
nitrogen and MetHb formation. If MetHb level is higher
than the physiological level, the disturbance of gas ex-
change occurs, because the oxidized heme is not capable
to deliver the oxygen to tissues. At the level of MetHb
of more than 30%, irreversible changes in vital organs can
develop [4]. It is known that methylene blue is used to
treat methemoglobinemia. However, it is not always ef-
fective and has a number of toxic side effects [4, 5]. 

Therefore, the search for drugs that can enhance
the effectiveness of the antioxidant system of erythro-
cytes and prevent the formation of ROS and MetHb
is always urgent.

Substances containing natural ingredients are of
a special interest. One of such drugs is cytoflavin
(STPF «POLISAN», Russian Federation). Cytoflavin
as a therapeutic category relates to «a metabolic regu-
lator», pharmacological effects of which is regulated by
a combined action of the formulation’ ingredients: suc-
cinic acid, inosine, nicotinamide, riboflavin mononu-
cleotide sodium [8]. Cytoflavin has been shown to
serve as a pharmacological agent capabale to aid in en-
chancing the energy formation, decreasing reactive
oxygen species (ROS), activating metabolic processes
after ischemia and reoxygenation [9, 10].

The aim of the work is to show the feasibility of
using of cytoflavin for in vitro reduction of excessive
methemoglobin to oxyhemoglobin in blood.

Экспериментальные исследования
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Цитофлавин может стимулировать образование
энергии; уменьшать образование АФК; активиро-
вать метаболические процессы после ишемии и
реоксигенации [9, 10].

Цель работы – показать возможность исполь-
зования антиоксиданта на основе янтарной кисло-
ты для восстановления метгемоглобина до оксиге-
моглобина в крови in vitro. 

Материал и методы
Кровь (150 мкл) брали в микроветты с ЭДТА

(Sarstedt AG and Co., Germany) у пяти доноров во время
профилактических скринингов.

Исследование проводили в соответствии с прин-
ципами Хельсинкской декларации и было одобрено эти-
ческим комитетом Федерального научно-клинического
центра реаниматологии и реабилитации НИИ общей
реаниматологии им. В. А. Неговского. Согласие было по-
лучено от каждого участника до начала исследования.

Параметры гематологии измеряли с помощью ге-
матологического анализатора Advia 60-CT (Bayer, Ger-
many). В исходной крови гематокрит составлял 39—45%,
концентрация гемоглобина составляла 110—146 г/л.

Для окисления гемоглобина в крови in vitro использо-
вали раствор нитрита натрия NaNO2. Для приготовления ба-
зового раствора нитрита натрия (раствор L) 1.4 г NaNO2

(Sigma–Aldrich Co. LLC) разбавляли в 10 мл фосфатного бу-
фера (PBS), pH=7.4 (MP Biomedicals, USA). Раствор S полу-
чали разбавлением раствора L в 10 раз. Цитофлавин –
комплексное лекарственное средство, содержащее активные
вещества – янтарная кислота – 100 г, никотинамид – 10 г, ри-
боксин (инозин) – 20 г, рибофлавина фосфат натрия (рибо-
флавин) – 2 г; вспомогательные вещества: меглюмин – 165 г,
натрия гидроксид – 34 г, вода для инъекций – до 1 литра [8].

Оптическая плотность растворов измерялась с по-
мощью цифрового спектрофотометра Unico 2800 (USA).
Измеряли спектр поглощения Dl(λl)exp суспензии эрит-
роцитов в буфере PBS (pH 7,4) в диапазоне длин волн
500–700 нм с шагом 0,5–1 нм. Здесь λl – длины волн
света, на которых измеряли оптическую плотность, l –
номер длины волны.

Для нахождения концентраций производных гемо-
глобина использовали метод Nonlinear Fitting [7, 11—13].
Эмпирический спектр Dl(λl)exp аппроксимировали теоре-
тической кривой Dl(λl)theor, которая наилучшим способом
вписывается в экспериментальную кривую. При аппрок-
симации учитывали поглощение света разными про-
изводными гемоглобина. Одновременно учитывались
эффекты рэлеевского рассеяния света как на структурах
размером D�λ (коэффициент S), так и на частицах раз-
мером D�λ (коэффициент K):

Dl(λl)theor =�h
N εh,l (λl) Ch L+K+S/λl

4 (1)

Здесь индекс h обозначает производные гемогло-
бина: HbO2 (оксигенированный Hb), Hb (дезоксигениро-
ванный Hb), MetHb (метгемоглобин), HbNO (нитрозил
железа Hb), MetHbNO2� (связанный нитритом MetHb),
MetHbNO (трехвалентный нитрозил Hb). L – это тол-
щина слоя раствора.

Для расчета концентрации производных гемогло-
бина был использован метод аппроксимации кривой в
программе Origin (OriginLab, Northampton, MA). С по-
мощью Function Builder мы создаем функцию Dl(λl)theor

(уравнение (1)). При этом статус зависимой переменной

Materials and Methods
The blood samples (150 μl) were withdrawn from five

donors into microvettes with EDTA (Sarstedt AG and Co.,
Germany) during prophylactic screenings. 

The study was performed in accordance with the prin-
ciples of the Declaration of Helsinki and was approved by
Ethics Committee of Federal Research and Clinical Center
of Intensive Care Medicine and Rehabilitology, V. A. Negov-
sky Scientific Research Institute of General Reanimatology.
An informed consent was obtained from each participant
prior to the study. 

Hematology parameters were measured by Hematol-
ogy Analyzer Advia 60-CT (Bayer, Germany). The baseline
hematocrit was 39—45%, the concentration of hemoglobin
was 11.0—14.6 g/dl.

For in vitro oxidation of hemoglobin in blood, we used
sodium nitrite NaNO2 solution. To make the sodium nitrite
stock solution, 1.4 g of sodium nitrite NaNO2 (Sigma–
Aldrich Co. LLC) was diluted in 10 ml of phosphate buffer
(PBS) pH=7.4 (MP Biomedicals, USA) to form the «solu-
tion L». The latter was diluted 10 times to obtain the solution
S. Сytoflavin (STPF «POLISAN», Russian Federation) is a
complex drug containing the following active ingredients:
succinic acid 100 g, inosine 20 g, nicotinamide 10 g, riboflavin
sodium phosphate (riboflavin) 2 g, and the following excipi-
ents: meglumine 165 g, sodium hydroxide 34 g, water for in-
jections qs up to 1 liter [8].

The absorbancy of solutions was measured by a digital
spectrophotometer Unico 2800 (USA). The absorption
spectra Dl(λl)exp of erythrocyte suspension in buffer (PBS
pH 7.4) was measured at a wavelength range 500—700 nm
with 0.5–1 nm increments. Here λl stands for the wave-
lengths of light for which the absorbancy were measured,
and l is the number of wavelength.

The Nonlinear Fitting method was used to find the
concentrations of hemoglobin derivatives [7, 11—13]. The
empirical spectrum Dl(λl)exp was approximated by the theo-
retical curve Dl(λl)theor which fits the experimental curve in
the best way. Under approximation, the light absorption by
different hemoglobin derivatives was considered. The effects
of Rayleigh light scattering on structures with size D�λ (co-
efficient S) and light scattering on particles with size D�λ
(coefficient K) were taken into account:

Dl(λl)theor =�h
N εh,l (λl) Ch L+K+S/λl

4 (1)

Here, the index h stands for hemoglobin derivatives:
HbO2 (oxygenated hemoglobin), Hb (deoxygenated hemo-
globin), MetHb (methemoglobin), HbNO (ferrous nitrosyl
hemoglobin), MetHbNO2�, (nitrite bound methemoglobin,
MetHbNO (ferric nitrsoyl hemoglobin). L stands for the
thickness of a solution layer. 

To calculate the concentration of hemoglobin deriva-
tives, the method of curve approximation was used by means
of the Origin software (OriginLab, Northampton, MA). By
means of Function Builder, the function Dl(λl)theor (equation
(1)) was created. In this case, the status of dependent variable
was assigned to Dl(λl)exp. Parameters of individual absorption
at different wavelengths εlh (λl) were independent variables
[10]. Independent concentrations of CHbO2, CHb, CMetHb, CHbNO,
CMetHbNO2�, CMetHbNO, and scattering coefficients K and S were
considered model parameters. These model parameters have
been chosen in a manner where the theoretical curve Dl(λl)theor

describes the experimental data Dl(λl)exp the best. In the ap-
proximation, the condition that Ci�0 must be satisfied.



был присвоен Dl(λl)exp. Индивидуальная
поглощательная способность при различ-
ных длинах волн εlh (λl) являлись незави-
симыми переменными [10]. Независимые
концентрации CHbO2, CHb, CMetHb, CHbNO,
CMetHbNO2�, CMetHbNO, а также коэффициенты
рассеяния K и S рассматривались модель-
ными параметрами. Эти параметры мо-
дели подбираются так, чтобы
теоретическая кривая Dl(λl)theor описывала
экспериментальные данные Dl(λl)exp луч-
шим способом. При аппроксимации
должно выполняться условие, что Ci�0. 

Эксперименты in vitro провели по
схеме, представленной на рис. 1.

Микроветты со свежей цельной кро-
вью 150 мкл были приготовлены (стадия
1). К каждой микроветте с цельной кро-
вью добавляли 10 мкл растворов NaNO2 с
концентрацией C=0,14 г / мл (стадия 2).
Поэтому в микроветте концентрация
NaNO2 составляла 100 мМ. Суспензию с
этой концентрацией назвали NaNO2 (L).
Также исследовали эффекты NaNO2 с кон-
центрацией 10 мМ NaNO2 (S). В течение
10 мин инкубации образовался MetHb, и
кровь становилась коричневой. Раствор
NaNO2 не добавляли к контрольным мик-
роветтам (контроль). На 3 стадии отмы-
вали суспензии от NaNO2. Для этого
суспензии с эритроцитами из каждой мик-
роветты переливали в свою соответствую-
щую пробирку эппендорф с 1 мл PBS.
Суспензии в пробирках эппендорф цен-
трифугировали (1500 мин-1, 5 мин), затем
удаляли надосадочную жидкость и добав-
ляли снова по 1 мл буфера в каждый эп-
пендорф и снова центрифугировали.
Таким образом, концентрация NaNO2 су-
щественно уменьшилась после третьей
промывки и была близка к 0. После третьей
промывки полный объем суспензии эритроцитов в каж-
дом эппендорфе составлял 150 мкл, что равно исходному
объему крови.

Далее в каждый эппендорф добавляли соответс-
твующее количество цитофлавина (стадия 4). Перед
добавлением цитофлавина в количестве CYTi (мкл)
удаляли такое же количество буфера CYTi (мкл) из
эппендорфа. Индекса i в записи CYTi указывает объем
цитофлавина (в мкл) в данном эппендорфе. 

Приготовление суспензий эритроцитов с цитофла-
вином провели согласно схеме 2—5 и таблице. Суммарный
объем суспензии сохраняли всегда равным 150 мкл. (L/S)
обозначает раствор NaNO2 с концентрацией L или S. 

Контрольные суспензии (в них не был добавлен
раствор NaNO2, но был добавлен цитофлавин) выпол-
няли согласно выражению: 

75 RBC+(75-CYTi)PBS+CYTi (μl) (2)

Такие суспензии обозначены как
RBC CYTi (3)

Исследуемые суспензии (в них был добавлен рас-
твор NaNO2 и после промывки добавлен цитофлавин)
выполняли следующим образом:
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We carried out experiments in vitro according the fol-
lowing scheme (Fig. 1).

Microvettes with fresh whole blood (150 μl) were pre-
pared (stage 1). 10 μl of NaNO2 solutions with the concen-
tration С= 0.14 g / ml were added to each microvette with
whole blood (stage 2). Therefore, in microvettes, the con-
centration of NaNO2 was 100 mM. The suspensions with
this concentration we called NaNO2 (L). In addition, we
studied the effects of NaNO2 with a concentration of 10 mM
(NaNO2 (S)). Within 10 min of incubation, MetHb was
formed, and blood turned brown. NaNO2 solution was not
added to the reference microvettes (reference sample). In
the 3d stage, the suspensions were washed from NaNO2. For
this, suspension with red blood cells (RBC) from each mi-
crovette was added into a corresponding Eppendorf tube
with 1 ml of PBS. The suspensions in Eppendorf tubes were
centrifuged (1500 min-1, 5 min), then the supernatant was
removed and 1 ml of buffer was added again to each Eppen-
dorf tube, and they were centrifuged again. Thus the con-
centration of NaNO2 substantially diminished after the third
washing and was close to 0. After the third washing, the total
volume of erythrocyte suspension was 150 μl in each Eppen-
dorf tube, which is equal to the baseline volume of blood.

Next, an appropriate amount of cytoflavin was added
to each Eppendorf tube (step 4). Before adding cytoflavin

Рис. 1. Схема экспериментов по восстановлению метгемоглобина до оксиге-
моглобина после добавления цитофлавина. 
Fig. 1. The scheme of experiments of reduction of methemoglobin to oxyhemo-
globin after cytoflavin addition. 
Note. Stages of the experiments are marked with numbers: 1 — whole blood in mi-
crovette; 2 — addition of NaNO2 solution (10 μl) or PBS, 10 min incubation, forma-
tion of MetHb; 3 — elimination of NaNO2 using triple centrifugation (1500 min-1, 5
min), and rinsing of RBC in PBS; 4 — addition of cytoflavin or PBS, incubation of
suspension for 1—24 h; 5 — measurements of absorption spectra of solutions, calcula-
tion of concentrations of hemoglobin derivatives.
Примечание. Стадии экспериментов отмечены цифрами: 1 —цельная кровь в
микроветте; 2 — добавление раствора NaNO2 (10 мкл) или PBS, 10 мин инкуба-
ции, образование MetHb; 3 — отмыв от NaNO2 с помощью тройного центрифу-
гирования (1500 мин-1, 5 мин) и промывание красных клеток крови в PBS; 4 —
добавление цитофлавина или PBS, инкубация суспензии в течение 1—24 ч; 5 —
измерения спектров поглощения растворов, вычисление концентраций про-
изводных гемоглобина. 
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75 RBC NaNO2 (L/S)+(75-CYTi) PBS+CYTi (μl) (4)
Такие суспензии обозначены как

RBC NaNO2 (L/S) CYTi (5)

В опытах величины CYTi составили:
CYT0 = 0 μl CYT, CYT2.5 = 2,5 μl CYT, CYT5 = 5 μl CYT,

CYT10 = 10 μl CYT.
В данном случае CYTi – это объем цитофлавина в

150 мкл суспензии (не концентрации). Для расчета объ-
емной концентрации цитофлавина в каждом эппендорфе
можно воспользоваться формулой: CYTi /150 (мкл/мл).

Гематокрит в эппендорфе почти совпадает с от-
правной точкой для каждой серии экспериментов с точ-
ностью до 10%. Суспензии эритроцитов инкубировали
CYTi в течение от 1 часа до 24 часов, затем измеряли
спектры поглощения (стадия 5). Для измерения спек-
тров поглощения Vsusp = 20 мкл суспензии из эппендорфа
добавляли к кварцевой кювете с 2,4 мл PBS и измеряли
оптическую плотность. Этот процесс повторяли для сус-
пензии каждого эппендорфа.

Эксперименты с кровью каждого донора прово-
дили по три раза. Для каждого эппендорфа спектр изме-
ряли 3 раза. Так провели 45 серий экспериментов по
схеме (рис. 1). В каждой серии измеряли спектры конт-
рольных растворов, а также растворов с разным количе-
ством цитофлавина. Спектры, показанные на рис. 2,
типичны для данных концентраций NaNO2и CYTi для
крови разных доноров.

Статистический анализ экспериментальных данных
провели с использованием программы Origin (OriginLab,
Northampton, MA). Для определения неизвестных кон-
центраций производных гемоглобина аппроксимирующую
кривую построили по схеме Analysis – Fitting – Nonlinear
Curve Fit – the Function (1). В результате аппроксимации,
получили параметр R-Square, который являлся количе-
ственным представлением уровня аппроксимации. Пара-
метр R-Square должен быть больше 0,98. Данные
представили как среднее ± стандартное отклонение. Ис-
пользовали программу One-Way ANOVA для определения
статистической значимости влияния цитофлавина (в раз-
ных концентрациях) на снижение MetHb по сравнению с
автовосстановлением (RBCNaNO2(L/S)CYT0). Значимые
различия отмечали при p�0,05.

Результаты и обсуждение

Цитофлавин, введенный в суспензию эритро-
цитов, способствовал восстановлению метгемог-
лобина до оксигемоглобина. После добавления
NaNO2 почти весь гемоглобин превращался в мет-

in the amount of CYTi (μl), the same amount of buffer CYTi

(μl) was removed from the Eppendorf tube. The index i in
CYTi indicates the volume of cytoflavin (in μl) in a given Ep-
pendorf tube. 

The preparation of suspensions of RBC with
cytoflavin was carried out according to scheme 2—5 and
Table 1. The total volume of the suspension was always kept
at 150 μl (L/S) means the NaNO2 solution at a concentra-
tion equal L or S.

Reference solutions (NaNO2 solution was not added,
but cytoflavin was added) were carried out according to the
equation:

75 RBC+(75-CYTi)PBS+CYTi (μl) (2)

Such suspensions were designated as
RBC CYTi (3)

The investigated samples (NaNO2 solution was added
followed bycytoflavin was also added after washing) were
carried out according to the equation

75 RBC NaNO2 (L/S)+(75-CYTi) PBS+CYTi (μl) (4)

Such suspensions were designated as
RBC NaNO2 (L/S) CYTi (5)

In our experiments the CYTi values were as follows: 
CYT0 = 0 μl CYT,
CYT2.5 = 2.5 μl CYT,
CYT5 = 5 μl CYT,
CYT10 = 10 μl CYT

In this case, CYTi is not a concentration, but the vol-
ume of cytoflavin in 150 μl of suspension. To calculate the
volume concentration of cytoflavin in each Eppendorf tube,
we can use the formula: CYTi /150 (μl/ml).

Hematocrit in Eppendorf tubes nearly almost coin-
cided with the baseline for each series of experiments at an
accuracy of 10%. The RBC suspensions were incubated with
CYTi from 1 hour to 24 hours; then, the absorption spectra
were measured (stage 5). For measuring of absorption spec-
tra, Vsusp =20 μl of suspension from Eppendorf tube were
added to a quartz cuvette with 2.4 ml of PBS and optical
density was measured. This process was repeated for the sus-
pension in each Eppendorf tube. 

The experiments for blood taken from each donor
were carried out thrice. For each Eppendorf tube, the spec-
trum was measured thrice. Thus, 45 series of experiments
were carried out according to the scheme (Fig. 1). In each
series, the spectra of reference solutions as well as of solu-
tions with different amount of cytoflavin were measured.
The spectra shown further in Figs. 2 and 3 are typical for

Eppendorf Suspension Symbol
1 75 μl RBC+ +75μl PBS RBC CYT0

2 75 μl RBC NaNO2 +75μl PBS RBCNaNO2 (L/S)CYT0

3 75 μl RBC + 72.5 μl PBS + 2.5 μl CYT RBC CYT2.5

4 75 μl RBC NaNO2 + 72.5 μl PBS + 2.5 μl CYT RBCNaNO2 (L/S)CYT2.5

5 75 μl RBC+ +70 μl PBS + 5 μl CYT RBC CYT5

6 75 μl RBC NaNO2 + 70 μl PBS + 5 μl CYT RBCNaNO2 (L/S)CYT5

7 75 μl RBC+ +65 μl PBS + 10 μl CYT RBC CYT10

8 75 μl RBC NaNO2 + 65 μl PBS + 10 μl CYT RBCNaNO2 (L/S)CYT10

Состав суспензий и их обозначение.
Composition of suspensions and their designations.

Note. Eppendorf — номера пробирок; Suspension — суспензия; Symbol — обозначение суспензии.
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гемоглобин, для которого характерны определен-
ные пики в спектре поглощения. Особенно выде-
лялся пик на длине волны λ=630 нм. После про-
мыва эритроцитов по-прежнему преобладал
MetHb (около 93%). 

Добавление разного количества цитофлави-
на CYTi привело к изменению спектра поглоще-
ния, и при этом наблюдали концентрационную
зависимость. 

На рис. 2 для NaNO2 (L) и для NaNO2 (S) при-
вели спектры поглощения суспензий эритроцитов
для контрольной RBCCYT0 и RBCNaNO2(L/S)CYTi

для различных концентраций цитофлавина –
CYT0,CYT2.5,CYT5 и CYT10 после инкубации в тече-
ние t1=1 часа и t24=24 часов.

Для суспензии L после 1 часа инкубации с
цитофлавином наблюдали спектры, характерные
для MetHb для всех образцов (рис. 2, a1). Можно
сделать вывод, что CYT0,2.5,5,10 практически не
повлияли на снижение MetHb.

После 24 часов инкубации для образца
RBCNaNO2(L)CYT0, в который не добавляли
цитофлавин, наблюдали спектр, характерный для
MetHb (рис. 2, b1 коричневая кривая). Произошел

given concentrations of NaNO2 and CYTi for blood from dif-
ferent donors.

The statistical analysis of experimental data was per-
formed using the Origin software (OriginLab, Northampton,
MA). To determine unknown concentrations of hemoglobin
derivatives the fitting curve was constructed according the
scheme: Analysis – Fitting – Nonlinear Curve Fit – the
Function (1). In resulting approximation, the R-Square pa-
rameter, the quantitative representatve of the fitting level,
was determined. The R-Square parameter should be greater
than 0.98. Data are shown as the mean±standard deviation.
We used One-Way ANOVA for determining statistical sig-
nificance of effect of cytoflavin in different concentrations
on reduction of MetHb in comparison with autoreduction
values (RBCNaNO2(L/S)CYT0). Significant differences were
reported at P�0.05.

Results and Discussion

The experiments demonstrated that cytoflavin
administered into a suspension of RBC contributed to
the reduction of methemoglobin to oxyhemoglobin.
After addition of NaNO2, almost all hemoglobin mole-
cules were transformed to methemoglobin, for which
certain peaks in the absorption spectrum were specific.
The peak at the wavelength λ=630 nm was most spe-

Рис. 2. Спектры поглощения образцов с различными концентрациями цитофлавина и гистограммы MetHb (%) после воздей-
ствия NaNO2 (L/S) и цитофлавина. 
Fig.2. Absorption spectra of the samples with different values of cytoflavin & Histograms of MetHb (%) after effect of NaNO2 (L/S)
and cytoflavin. 
Note. a1, b1, c1 for NaNO2 (L); a2, b2, c2 for NaNO2 (S). Incubation time is: t1=1 hour (a), t24=24 hours (b). Names of curves correspond to
equations and signs (2—5); c1 and c2 — data for each concentration of cytoflavin CYT2.5, CYT5, CYT10 were compared to corresponding data
of CYT0 (autoreduction) for each incubation timepoint (* — P<0.05; ** — P<0.01; *** — P<0.001).
Примечание. Optical density — оптическая плотность; wavelength — длина волны; hours — часы. a1, b1, c1 — для NaNO2 (L); a2, b2,
c2 — для NaNO2 (S). Время инкубации a — t1=1 час; b — t24=24 часа. Названия кривых для a, b соответствуют уравнениям и под-
писям (2—5); c1 и c2 — данные для каждой концентрации цитофлавина CYT2.5, CYT5, CYT10 были сопоставлены с соответствующими
данными (автовосстановление) для каждого времени инкубации (* — p<0,05; ** — p<0,01; *** — p<0,001).
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процесс автовосстановления [14]. Но он был
незначительным – не более 2—10%. 

При концентрации цитофлавина RBCNa-
NO2(L)CYT2.5 стали проявляться пики на длинах
волн λ=542 нм и λ=577 нм, характерные для HbO2

(рис. 2, b1, зеленая кривая). Однако восстановле-
ние MetHb до HbO2 и Hb было не полным. За это
время инкубации восстановилось только 59%
метгемоглобина. 

Повышение концентрации цитофлавина до
CYT10 существенно усилило эффект восстановле-
ния метгемоглобина в образцах RBCNaNO2(L)CYT5

(рис. 2, b1, голубая кривая) и RBCNaNO2(L)CYT10

(рис. 2, b1, синяя линия). Пики, характерные для
оксигемоглобина, почти достигли контрольных
значений, наблюдаемых в образце RBCCYT0 без
воздействия NaNO2 (рис. 2, b1, красная кривая). В
этом случае уже восстановилось около 25—27%
метгемоглобина. 

Для суспензий S после 1 часа инкубации во всех
образцах наблюдали спектральные характеристики
для комбинации различных производных гемогло-
бина (рис. 2, a2). Для всех концентраций CYT0,2.5,5,10

спектры были приблизительно одинаковыми с
небольшим, но очевидным пиком при λ=630 нм. Это
соответствует 30—40% MetHb в суспензиях. После 24
часов инкубации для образца RBCNaNO2(S)CYT0, в
который цитофлавин не добавлялся, этот пик остал-
ся неизменным (рис. 2, b2, коричневая кривая).

Пики при λ= 542 нм и λ= 577 нм, характерные
для HbO2, начали увеличиваться для всех образцов
с цитофлавином. Для RBCNaNO2(L)CYT5 (рис. 3, b2,
голубая кривая) и RBCNaNO2(L)CYT10 (рис. 3, b2,
синяя кривая) пики, типичные для метгемоглоби-
на, практически исчезли. В этом случае концентра-
ция MetHb снизилась до 10—12%, но наблюдали
небольшой пик для RBCNaNO2(L)CYT2.5 (рис. 2, b2,
зеленая кривая). Это соответствовало 16—18%
MetHb.

Визуальный эффект влияния цитофлавина на
восстановление MetHb до HbO2 показан на рис. 3.

На фотографиях представлены суспензии L
красных клеток крови в PBS, время инкубации
эритроцитов с CYT10 (или с PBS) составляло t1=1 ч
(рис. 3, a) и t24=24 ч (рис. 3, b). В течение t1=1 часа
инкубация цитофлавина с суспензией эритроцитов
не влияла на концентрацию MetHb (рис. 4, a). Сус-
пензия для образца RBCNaNO2(L)CYT10 была по-
прежнему коричневой также, как и для образца
RBCNaNO2(L)CYT0 без цитофлавина. 

Однако после инкубации в течение t24=24 часов
суспензия с цитофлавином RBCNaNO2(L)CYT10

покраснела (рис. 3, b), что наглядно показывает, что
в суспензии произошел процесс восстановления
метгемоглобина до оксигемоглобина. В то же время
суспензия RBCNaNO2(L)CYT0 без цитофлавина
осталась коричневой – процесс самовосстановления
почти отсутствовал. Контрольная суспензия RBCC0

без добавления NaNO2 и цитофлавина была красной

cific. Following washing of red blood cells, MetHb still
prevailed (about 93%).

The addition of different amount of cytoflavin
(CYTi) resulted in changing the absorption spectra,
and the concentration dependence was observed.

Absorption spectra of RBC suspensions for ref-
erence RBCCYT0 and RBCNaNO2(L/S)CYTi for vari-
ous concentrations of cytoflavin – CYT0,CYT2.5,CYT5

and CYT10 after incubation during t1=1 hour and
t24=24 hours are shown in Fig. 2 for NaNO2 (L) and
NaNO2 (S).

For suspensions L after 1 hour of incubation with
cytoflavin, spectra typical for MetHb were observed
for all samples (Fig. 2, a1). It can be concluded that
CYT0,2.5,5,10 almost did not affect the reduction of
MetHb.

After 24 hours of incubation, for the sample
RBCNaNO2(L)CYT0, in which cytoflavin was not
added, a spectrum typical for MetHb (Fig. 2, b1 brown
curve) was observed. The process of autoreduction oc-
curred [14], however it was insignificant.

The peaks at λ=542 nm and λ=577 nm character-
istic for HbO2 (Fig. 2, b1, green curve) began to appear
for a sample with cytoflavin RBCNaNO2(L)CYT2.5.
However, the reduction of MetHb to HbO2 and Hb was
incomplete. During this time of incubation, only 59 %
of methemoglobin was reduced. 

An increase in concentration of cytoflavin to
CYT10 significantly enhanced the effect of reduction of
methemoglobin in samples RBCNaNO2(L)CYT5 (Fig. 2,
b1, cyan curve) and RBCNaNO2(L)CYT10 (Fig. 2, b1,
blue curve). The peaks characteristic for oxyhemoglo-
bin almost reached the reference values observed in
sample RBCCYT0 without the impact of NaNO2 (Fig. 2,
b1 red curve). In this case methemoglobin was already
reduced to about 25—27%.

As for suspensions S after 1 hour of incubation,
spectra characteristics for a combination of different
hemoglobin derivatives (Fig. 2, a2) were observed for
all samples. For all concentrations of CYT0,2.5,5,10, spec-
tra were approximately the same with a small but ob-
vious peak at λ=630 nm. This peak corresponded to
30—40% of MetHb in suspensions. After 24 hours of
incubation, for the sample RBCNaNO2(S)CYT0 in
which cytoflavin was not added, this peak remained
the same (Fig. 2, b2, brown curve).

The peaks at λ=542 nm and λ=577 nm typical for
HbO2 began to increase for all samples with cytoflavin.
For RBCNaNO2(L)CYT5 (Fig. 2, b2, cyan curve) and
RBCNaNO2(L)CYT10 (Fig. 2, b2, blue curve), the peaks
typical for methemoglobin almost disappeared. In this
case, the concentration of MetHb decreased to 10–12%.
However, only small peak was observed for
RBCNaNO2(L)CYT2.5 (Fig. 2, b2, green curve). This
peak corresponded to 16—18% of MetHb. 

A visual image of the effect of cytoflavin on the
reduction of MetHb to HbO2 is shown in Fig. 3. 

Fig. 3 shows suspensions L of RBC in PBS. The
incubation time of RBC with CYT10 (or with PBS) was
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как исходно, так и через 24 часа. 
Эти фотографии качественно иллюстрируют

эффект изменения концентраций производных
гемоглобина. Они соответствуют количественным
результатам экспериментов и расчетов. 

Во время реакций возможно образование сле-
дующих производных гемоглобина HbO2, Hb,
MetHb, HbNO, MetHbNO2	, MetHbNO. Был исполь-
зован метод аппроксимации кривой. Эксперимен-
тальные зависимости Dl(λl)exp и аппроксимирован-
ные кривые Dl(λl)teor представлены на рис. 4:

Dl(λl)teor =εHblO2,l CHbO2 L+εHb,l CHb L+
εMetHb,l CMetHb L+εHbNO,l CHbNO L+

εMetHbNO2�,l CMetHbNO2� L+εMetHbNO,l CMetHbNO L +
K+S/λl

4 (6)

Концентрации шести производных гемогло-
бина были определены аппроксимацией экспери-

t1=1 hour (Fig. 3, a) and t24=24 hours (Fig. 3, b). Dur-
ing t1=1 hour the incubation of cytoflavin with RBC
suspension did not affect the concentration of MetHb
(Fig. 3, a). The suspension RBCNaNO2(L)CYT10 conti
nued to keep a brown color similar to specimen
RBCNaNO2(L)CYT0 without cytoflavin. 

However, after incubation for t24=24 hours, the
suspension with cytoflavin RBCNaNO2(L)CYT10 turned
red (Fig. 3, b) that clearly demonstrated the process of
reduction of methemoglobin to oxyhemoglobin in the
suspension. The suspension RBCNaNO2(L)CYT0 with-
out cytoflavin remained brown, i. e. the process of au-
toreduction was almost absent. Reference suspension
RBCC0 without addition of NaNO2 and cytoflavin was
red at a baseline and in 24 hours. 

These images qualitatively illustrate the effect of
changes in the concentrations of hemoglobin deriva-
tives that is in good agreement with the quantitative
results of experiments.

During reactions, the formation of the following
hemoglobin species are possible: HbO2, Hb, MetHb,
HbNO, MetHbNO2	, MetHbNO. Curve fitting method
was used. Experimental relations Dl(λl)exp and fitted
curves Dl(λl)teor are presented in Fig. 4: 

Dl(λl)teor =εHblO2,l CHbO2 L+εHb,l CHb L+
εMetHb,l CMetHb L+εHbNO,l CHbNO L+

εMetHbNO2�,l CMetHbNO2� L+εMetHbNO,l CMetHbNO L +
K+S/λl

4 (6)

Concentrations of six hemoglobin derivatives
were identified by best approximation of the experi-
mentally measured spectra by theoretical curves.

Fig. 4, a and Fig. 4, b show good approximation
of experimental spectra by theoretical curves for cal-
culated concentrations of hemoglobin derivatives. 

The kinetics of reduction of hemoglobin deriva-
tives in the presence of cytoflavin was studied in the
experiments (Fig. 5) once every 3 hours during 24
hours of incubation (suspension L). The dependences
of changes in hemoglobin derivatives concentrations
with с Fe3+ — MetHb+MetHbNO2	+MetHbNO are
shown in Fig. 5, a. The dependences of changes in he-
moglobin derivatives concentrations with Fe2+ —
HbO2+Hb+HbNO are shown in Fig. 5, b.

Cytoflavin increased the concentration of Fe2+

hemoglobin derivatives and decreased concentration
Fe3+ Hb. 

Importantly, the action of cytoflavin developed
gradually over time. This was demonstrated by the ki-
netics of the level of significance. For each incubation
timepoint, data for each concentration of cytoflavin
CYT2.5, CYT5, CYT10 were compaired to corresponding
data of CYT0 (autoreduction). At timepoints t1=1 hour
and t3=3 hours, there were no significant differences
in a drug action at all concentrations of cytoflavin. 

At time t6=6 hours there was no significant dif-
ference for suspension with CYT2.5, but significant dif-
ferences appeared for CYT5 and CYT10 at * — P<0.05.
At a timepoint t9 (9 hours) the levels of significance

Рис. 3. Фотографии суспензий красных клеток крови в квар-
цевых кюветах после добавления NaNO2 и цитофлавина. 
Fig. 3. Suspensions of red blood cells in quartz cuvettes after ad-
dition of NaNO2 and cytoflavin. 
Note. 1 h (a) and 24 h (b). Notes under the cuvettes correspond to
different concentrations of NaNO2 and cytoflavin in accordance
with equations 2—5.
Примечание. 1 ч (a) и 24 ч (b). Названия кювет соответствуют
различным концентрациям NaNO2 и цитофлавина в соответ-
ствии с уравнениями 2—5. 
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ментально измеренных спектров теоретическими
кривыми.

На рис. 4, a и рис. 4, b показана аппроксима-
ция экспериментальных спектров теоретическими
кривыми для расчетных концентраций производ-
ных гемоглобина.

Через каждые 3 часа в течение 24 часов инку-
бации в экспериментах изучали кинетику восста-
новления производных гемоглобина в присутствии
цитофлавина (рис. 5) для суспензии L. На рис. 5, a
представлены зависимости изменения концентра-
ций производных гемоглобина с Fe3+ — MetHb+
MetHbNO2	+MetHbNO. На рис. 5, b представлены
зависимости изменения концентраций производ-
ных гемоглобина с Fe2+ — HbO2+Hb+HbNO.

Цитофлавин увеличивал концентрацию про-
изводных гемоглобина с Fe2+ и, соответственно,
уменьшал концентрацию с Fe2+.

Важно, что действие цитофлавина постепен-
но развивалось со временем. Это может быть про-
демонстрировано кинетикой уровня значимости.
Данные для каждой точки времени инкубации при
определенной концентрации цитофлавина CYT2.5,
CYT5, CYT10 сравнивали с соответствующими дан-
ными CYT0 (автовосстановление). В моменты вре-
мени t1=1 час и t3=3 часа не было существенных
различий в эффекте препарата при всех концент-
рациях цитофлавина.

В момент времени t6=6 часов не было выявле-
но никаких существенных различий для суспензии
с CYT2.5, но для CYT5 и CYT10 появились существен-

became *** — P<0.001 for CYT5 and CYT10. The drug
effects at CYT2.5 also increased, ** — P<0.01.

Fig. 2 represents histograms of the MetHb per-
centage in suspensions of the L series (Fig. 2, a) and
S series (Fig. 2, b) depending on different concen-
trations of NaNO2 and corresponding different base-
line levels of methemoglobin. At t1=1 hour, there
were no significant differences between MetHb lev-
els for all concentrations of cytoflavin ( CYT2.5, CYT5

and CYT10) compared to CYT0 (Fig. 2). After t24=24
hours, for both series, there were significant differ-
ences between group with cytoflavin and control
suspensions with no drug. Moreover, significance
level was different for different concentrations of
cytoflavin: (a) for CYT2.5 * — P<0.05 (for S) and
** — P<0.01 (for L); (b) for CYT5 and CYT10, ** —
P<0.01 (for S) and *** — P<0.001 (for L). 

There were no statistical differences between
values of MetHb (%) due to autoreduction in samples
after 24 hours and 1 hour, P=0.4. 

In a separate experiment, it was shown that
under the action of cytoflavin, the excessive methe-
moglobin is converted to oxyhemoglobin and not to
carboxyhemoglobin. The standard methods based on
the use of sodium dithionite were employed in this
experiment. After addition of dithionite, the spectral
parameters specific for oxyhemoglobin disappeared,
and the spectrum appeared to exhibit only one max-
imum typical for deoxyhemoglobin at λ=554 nm.

The high level of MetHb can be reached at poi-
sonings with aniline and its derivatives, some local

Рис. 4. Сравнение экспериментальных Dl(λl)exper и аппроксимированных кривых Dl(λl)theor с учетом расчетных концентраций
производных гемоглобина. 
Fig. 4. Comparison of experimental Dl(λl)exper and fitting curves Dl(λl)theor, considering the calculated concentrations of hemoglobin
species. 
Note. Concentrations of hemoglobin species are shown; calculations were made by the curve fitting method. (a) CYT0, t24=24 hours, 87%
MetHb, R-Square=0.998. (b) CYT10, t9=9 hours. There was a partial reduction of methemoglobin, 51% MetHb, R-Square=0.994.
Примечание. Концентрации производных гемоглобина показаны на каждом графике, они были рассчитаны методом аппрокси-
мации кривой. a — CYT0, t24=24 ч. Наблюдается 87% MetHb, R-Square=0,998; b — t9=9 ч. Произошло частичное восстановление мет-
гемоглобина до 51%, R-Square=0,994.
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ные различия при * — p<0,05. И к t9=9 часам уро-
вень значимости стал *** — p<0,001 для CYT5 и
CYT10. Также был увеличен эффект при использо-
вании концентрации препарата CYT2.5, ** — p<0,01.

На рис. 2 представлены гистограммы процента
MetHb в суспензиях серии L (рис. 2, c1) и S (рис. 2, c2)
в зависимости от разных концентраций NaNO2 и соот-
ветствующего различного начального содержания
метгемоглобина. При t1=1 час не было существенных
различий между содержанием MetHb для всех кон-
центраций цитофлавина — CYT2.5, CYT5 и CYT10 отно-
сительно CYT0 (рис. 2). Но после t24=24 часа для обеих
серий наблюдали существенные различия между дан-
ными для образцов с цитофлавином по сравнению с
суспензиями без него. Более того, уровень значимости
не был одинаковым для разных концентраций цитоф-
лавина. Поэтому для CYT2.5 * — p<0,05 (для S) и ** —
p<0,01 (для L). В то же время для CYT5  и CYT10 ** —
p<0,01 (для S) и *** — p<0,001 (для L).

Не было статистических различий между
средними значениями MetHb (%) из-за автовосста-
новления в образцах через 24 часа и 1 час, p<0,4. 

В отдельном эксперименте было показано, что
метгемоглобин с помощью цитофлавина превраща-
ется именно в оксигемоглобин, а не в карбоксиге-
моглобин. Для доказательства применили стандарт-
ную методику, основанную на использовании
дитионита натрия. После добавления дитионита
характерные для оксигемоглобина параметры спек-

anesthetics, nitrites and nitrates [1, 3, 6]. Due to the
development of the pharmaceutical and chemical in-
dustries, the methemoglobinemia of the exogenous
origin occurs more often [15]. 

In our experiments, hemoglobin was converted
into methemoglobin when erythrocyte suspension was
exposed to NaNO2, and as a result, there was a conver-
sion Fe2+�Fe3+. Under such conditions, the formation
of following hemoglobin derivatives becomes possible:
with iron Fe3+ (et MetHb+MetHbNO2	+MetHbNO) or
Fe2+ (HbO2+Hb+HbNO) in the solution [16]. Only
HbO2 of these 6 components is capable to deliver the
oxygen to the tissues whereas Hb is potentially capa-
ble to attach oxygen. Oxidative processes in the blood
lead to tissue hypoxia, to shape changes of RBC and
to distortion of the membrane nanostructure [17—19].
Exact manner in which all these derivatives of hemo-
globin interact with one another is not clear enough.
For example, possible reduction reactions were shown
in work [20]. The change in the forms of hemoglobin
was investigated not only in vitro, but also in vivo [2,
3, 14]. Reactions of conversion Fe3+�Fe2+ and
Fe2+�Fe3+ are associated with redox processes in the
RBC. Therefore, the addition of pharmaceuticals to
the RBC suspension, which affects the redox
processes, may also affect the interactions of hemoglo-
bin derivatives. As a result, the ratio of the concentra-
tions of hemoglobin derivatives changes significantly.
Earlier we have shown that perfluorocarbon com-

Рис. 5. Кинетика изменения производных гемоглобина при различных концентрациях цитофлавина при NaNO2 (L). 
Fig. 5. Kinetics of changes of hemoglobin derivatives for different concentrations of cytoflavin, for NaNO2 (L). 
Note. a — Species with Fe3+ (MetHb+ MetHbNO2�+MetHbNO); b — Species with Fe2+ (HbO2+Hb+HbNO). Data represent three independ-
ent experiments for each of five donors, each point is the mean, standard error of the mean is displayed as error bars. For each timepoint,
the data obtained for each concentration of cytoflavin CYT2.5, CYT5, CYT10 were compared to corresponding data of CYT0 (autoreduction)
(* — P<0.05; ** — P<0.01; *** — P<0.001).
Примечание. a — производные c Fe3+ (MetHb+ MetHbNO2�+MetHbNO) не способные нести кислород; b — производные c Fe2+, спо-
собные переносить кислород (HbO2+Hb+HbNO). Данные взяты из трех независимых экспериментов для каждого из пяти доноров,
каждая точка – среднее значение, стандартная ошибка среднего значения отображается, как полосы ошибок. При каждом времени
инкубации данные для каждой концентрации цитофлавина CYT2.5, CYT5, CYT10 были сопоставлены с соответствующими данными
CYT0 (автовосстановление) (* — p<0,05; ** — p<0,01; *** — p<0,001).
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тра исчезали, а спектр имел только один максимум,
характерный для дезоксигемоглобина при λ=554 нм. 

Высокое содержание MetHb в крови может
возникать при отравлении анилином и его про-
изводными, некоторыми местными анестетиками,
нитритами и нитратами [1, 3, 6]. В связи с развити-
ем фармацевтической и химической промышлен-
ности метгемоглобинемия экзогенной обусловлен-
ности встречается очень часто [15].

В наших опытах гемоглобин превращался в
метгемоглобин при действии NaNO2 на суспензию
эритроцитов: при этом Fe2+ переходит в Fe3+. В таких
условиях возможно образование производных гемо-
глобина с железом Fe3+: MetHb+MetHbNO2	+MetHb-
NO. Также в растворе могут содержаться и про-
изводные с Fe2+: HbO2+Hb+HbNO [16]. Из этих 6
компонентов только HbO2 переносит кислород и
только Hb потенциально способен присоединить
кислород. Нарушение окислительных процессов в
крови ведет к гипоксии тканей, изменению форм и
наноструктуры мембран красных клеток крови
[17—19]. Характер взаимодействия производных
гемоглобина пока недостаточно ясен. Например,
возможные реакции восстановления Fe3+ в Fe2+

были показаны в работе [20]. Изменение форм гемо-
глобина было исследовано не только in vitro, но
также in vivo [2, 3, 14]. Реакции превращения
Fe3+�Fe2+ и Fe2+�Fe3+ так или иначе связаны с окис-
лительно-восстановительными процессами в эрит-
роцитах. Поэтому добавление в суспензию эритро-
цитов химфармпрепаратов, способных влиять на
окислительно-восстановительные процессы, может
также влиять и на процессы взаимодействия про-
изводных гемоглобина. В результате соотношение
их концентраций может существенно измениться.
Ранее нами было показано, что восстановлению
метгемоглобина до оксигемоглобина способствуют
перфторуглеродные соединения [7].

Положительное действие цитофлавина на
организм человека при кардиохирургических опе-
рациях, в постоперационный период, при послед-
ствиях инфаркта мозга известно с 2004 года.
Цитофлавин имеет цитопротекторный эффект. Он
является метаболическим регулятором. Этот пре-
парат оказывает антиоксидантное и антигипокси-
ческое действие, положительное влияние на выра-
ботку энергии в клетке, уменьшает образование
свободных радикалов и восстанавливает актив-
ность антиоксидантных ферментов. Цитофлавин
обладает антиишемическим действием, улучшает
коронарный и церебральный кровоток, ограничи-
вает зону некроза [9, 10, 21—23].

В работе [10] приведены клинические резуль-
таты антиокислительного действия цитофлавина
на организм человека. Представляет научный инте-
рес показать действие цитофлавина на гемоглобин
в прямом биофизическом эксперименте in vitro. Это
может позволить в дальнейшем раскрыть механиз-
мы антиокислительного действия этого препарата.

pounds contribute to reduction of methemoglobin to
oxyhemoglobin [7].

It could be particularly useful, however, to
study biomimetic pharmaceuticals, which are similar
to natural, functionally significant components of
the body. The positive effect of cytoflavin on the
human body is known since 2004 due to clinical use
in cardiosurgeries, postsurgery and after cerebral in-
farctions and other cerebrovascular diseases.
Cytoflavin provided a cytoprotective effect. It is a
metabolic regulator. This drug has an antioxidant
and antihypoxic action, exerting a positive effect on
energy production in cells reducing the production
of free radicals and restoring antioxidant enzyme ac-
tivity. Cytoflavin has an anti-ischemic effect, im-
proves coronary and cerebral blood flow limiting the
zone of necrosis [9, 10, 21—23].

Clinical results of the studies of the antioxidant
effect of cytoflavin in the human body are presented
in a publication [10]. It was of interest to investigate
the effect of cytoflavin on hemoglobin in a direct ex-
periment in vitro. Further, these studies may reveal the
mechanisms of antioxidant action of this drug.

Pharmacological effects of cytoflavin are regu-
lated by the combined action of several components
of the formulation as described [8, 9]. The complex
formulation is composed of two metabolites (succinic
acid and inosine) and two coenzymes (riboflavin
mononucleotide and nicotinamide). The pharmaco-
logical effects of each component are well-known.
Each component contributes to the redox processes in
the RBC suspension.

Succinic acid is a key biochemical molecule. It is
employed for energy metabolism in plants, human and
animal tissue representi ng an intermediate in the Krebs
cycle. Studies have shown, however, that the role of
succinic acid goes far beyond energy processes. Antihy-
poxic and antioxidant effects of succinic acid has also
been demonsrated [9, 25]. 

Inosine is used in to improve the quality of the
donor blood components during long-term storage
[26]. Nicotinamide has been included as a compo-
nent of a composition for cryopreservation. Nicoti-
namide is employed for membrane stabilization and
fluidity [27]. Riboflavin mononucleotide sodium
(FMN-Na, Flavin mononucleotide) plays an impor-
tant role in oxidation-reduction reactions. Ri-
boflavin is a water soluble vitamin, also known as
Vitamin B2. In the body, riboflavin is primarily
found as an integral component of the coenzyme, one
of which is riboflavin mononucleotide sodium. There
is a significantly impared relationship between
plasma riboflavin mononucleotide sodium and ri-
boflavin in patients with critical illness [28]. Flavins
act as a cofactor in many enzymes and catalyse a
wide variety of biological reactions due to one of the
most versatile in vivo redox centers in its structure.
Organic redox active materials dissolved in elec-
trolyte materials have received increasing interest
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Фармакологические эффекты цитофлавина
регулируются совместным действием составляю-
щих его ингредиентов [8, 9]. Этот комплексный
препарат состоит из двух метаболитов (янтарной
кислоты и инозина) и двух коферментов (моно-
нуклеотида рибофлавина и никотинамида). Широ-
ко известно фармакологическое действие каждого
компонента по отдельности. Каждая компонента
способна внести вклад в окислительно-восстано-
вительные процессы, происходящие в суспензии
красных клеток крови.

Янтарная кислота является ключевой биохи-
мической молекулой. Природа использует ее для
энергетического метаболизма в растениях, тканях
человека и животных. Янтарная кислота является
промежуточным продуктом цикла Кребса. Иссле-
дования показали, что роль янтарной кислоты
выходит далеко за пределы энергетических про-
цессов . Также известно антигипоксическое и анти-
оксидантное действие янтарной кислоты [9, 25]. 

Инозин используют в растворах с целью
повышения качества компонент донорской крови
при длительном хранении [26]. 

Никотинамид, предназначенный для стаби-
лизации мембраны эритроцитов и текучести крови
[27], включен в состав для криоконсервации. 

Мононуклеотид рибофлавина натрия (FMN-
Na, мононуклеотид флавина) играет важную роль
в окислительно-восстановительных реакциях.
Рибофлавин – это водорастворимый витамин,
также известен как витамин B2. В организме рибо-
флавин встречается прежде всего как неотъемле-
мый компонент ко-ферментов, одним из которых
является мононуклеотид рибофлавина натрия.
Существует значительное нарушение соотноше-
ния между плазменным мононуклеотидом рибо-
флавина натрия и рибофлавином у пациентов в
критических состояниях [28]. Флавины действуют
как кофактор во многих ферментах, которые ката-
лизируют самые разнообразные биологические
реакции и содержат один из самых универсальных
окислительно-восстановительных центров in vivo.
Использование органических окислительно-вос-
становительных активных веществ, растворенных
в электролитах, приобретает все больший интерес
для создания стабильной биомиметической систе-
мы аккумулирования энергии – окислительно-вос-
становительных батарей [29]. 

Таким образом все 4 компонента цитофлавина
могут внести вклад в окислительно-восстановитель-
ные процессы, происходящие с производными гемо-
глобина. Возможно, их комбинированное действие
и привело к явлению восстановления метгемогло-
бина до оксигемоглобина в присутствии цитофла-
вина. При этом возможно два пути влияния цитоф-
лавина на процессы превращений железа Fe3+�Fe2+.

Непосредственное химическое участие моле-
кул компонент цитофлавина в цепочках окисли-
тельно-восстановительных процессов. Это влияние

for creation of stable biomimetic energy storage sys-
tem, i.e. redox flow batteries [29].

All four components of cytoflavin are capable to
contribute to redox properties of hemoglobin deriva-
tives. Presumably, a combined effect of cytoflavin
components might lead to the reduction of methemo-
globin to oxyhemoglobin in the presence of cytoflavin.
In this case, there are two possible ways of the influ-
ence of cytoflavin on the processes of iron conversion
Fe3+�Fe2+.

Direct chemical involvement of cytoflavin com-
ponents in a redox processes is possible. This influence
can be similar to that of methylene blue or ascorbic
acid used in the treatment of methemoglobinemia [5].

Binding of cytoflavin components to active oxi-
dation centers, thereby participating in the inhibition
of oxidation processes. 

To calculate the concentrations of hemoglobin
derivatives, the Nonlinear Fitting method was used for
the approximation of the experimental spectra. Good
agreement between the theoretical data and the exper-
imental data with the coefficient R-Square � 0.99 was
obtained. The theoretical data agreed not only in the
description of the spectrum, but also in the estimation
of the residual K level.

The antioxidant property of cytoflavin was
demonstrated in our work for the first time in a di-
rect biophysical in vitro experiment. For this pur-
pose, blood from healthy donors was used as
control exhibiting initially normal concentration of
oxyhemoglobin and methemoglobin. The situation
of using already initially poisoned blood containing
a large amount of methemoglobin was excluded.
The use of cytoflavin in this model experiment led
to the reduction of excessive methemoglobin to
oxyhemoglobin. In this case, the reduction effect of
cytoflavin occured only if the methemoglobin was
located inside the cell. The effect of NaNO2 on free
hemoglobin in distilled water led to the appearance
of methemoglobin. However, in this case, the addi-
tion of cytoflavin did not result in a reduction of
methemoglobin to oxyhemoglobin. This interesting
phenomenon will be studied in details in future ex-
periments. 

Performed experiments might contribute to fu-
ture studies validating the role of cytoflavin in blood
recovery after acute poisoning. Clarifying the role of
separate components of the drug would contribute to
mechanistic studies of cytoflavin action.

Conclusion 

The revealed effects may have a fundamental
and practical application. Based on results with
cytoflavin it would be possible to study and develop
pharmacological methods for reduction Fe3+ to Fe2+

in blood. Cytoflavin can be used directly in treat-
ment of methemoglobinemia in clinics. It would be
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может быть аналогично действию метиленового
синего или аскорбиновой кислоты, используемых
при лечении метгемоглобинемии [5].

Связывание компонентов цитофлавина с
активными окислительными центрами обес-
печивает участие в ингибировании процессов
окисления. 

Для расчетов концентраций производных
гемоглобина использован метод Nonlinear Fitting
для обработки экспериментальных спектров.
Получено хорошее согласование теоретических
данных с экспериментальными с коэффициентом
R-Square � 0,99. Теоретические данные согласова-
ны не только в описании спектра, но и в оценке
остаточного уровня K.

В нашей работе впервые показано антиокис-
лительное свойство цитофлавина в прямом био-
физическом эксперименте in vitro. Кровь от здо-
ровых доноров использовали для того, чтобы
изначально иметь нормальную концентрацию
оксигемоглобина и метгемоглобина. Использова-
ние цитофлавина в данном модельном экспери-
менте привело к восстановлению метгемоглобин
до оксигемоглобина. При этом восстанавливаю-
щий эффект цитофлавина происходит только,
если метгемоглобин находится внутри клетки.
Воздействие NaNO2 на свободный гемоглобин в
дистиллированной воде приводило к возникнове-
нию метгемоглобина. Однако добавление цитоф-
лавина в этом случае не приводило к восстанов-
лению метгемоглобина до оксигемоглобина. Это

also important to validate the use of the drug during
the storage of donor blood, in blood transfusion and
for the development of blood substitutes. Clarifica-
tion of the molecular mechanisms of the protective
action of cytoflavin and determining its protective
patterns when using various chemical oxidants
seems a promising area of translational studies.

интересное явление будет детально изучено в
будущих экспериментах.

Проделанные нами эксперименты могут стать
основой для исследования возможности использо-
вания цитофлавина для восстановительных про-
цессов в крови пациентов с острыми отравления-
ми, также планируется изучить действие
отдельных компонент на этот процесс.

Заключение

Показанный эффект может иметь как фунда-
ментальное, так и практическое применение.
Цитофлавин может быть использован непосред-
ственно при лечении метгемоглобинемии в клини-
ке. Также важно будет использовать его во время
хранения донорской крови, при проведении гемо-
трансфузии и при разработке кровезаменителей.
Весьма перспективным также является изучение
молекулярных механизмов протекторного дей-
ствия цитофлавина при широком спектре экзоген-
ных отравлений. 
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Синтетический аналог лей-энкефалина предотвращает развитие 
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О. А. Гребенчиков1,4, А. М. Овезов1, Ю. В. Скрипкин1, Т. С. Забелина1, 
О. Н. Улиткина1, А. В. Луговой1, А. С. Приходько2,3, А. Ю. Рыжков2,4, Р. А. Зиновкин2,3,5

1 Московский областной научно-исследовательский клинический
институт им. М. Ф. Владимирского,

Россия,129110, г. Москва, ул. Щепкина, д.61/2,
2 НИИ Физико-химической биологии им. А. Н. Белозерского, Московский государственный университет им. М. В. Ломоносова, 

Россия, 119992, г. Москва, ул. Ленинские Горы, д.1 стр.40
3 НИИ Митоинженерии, Московский государственный университет им. М. В. Ломоносова, 

Россия, 119992, г. Москва, ул. Ленинские Горы, дом 1 стр. 73А
4 Федеральный научно-клинический центр реаниматологии и реабилитологии, 

Россия, 107031, г. Москва, ул. Петровка, 25, стр. 2
5 Первый Московский государственный медицинский университет им. И. М. Сеченова Минздрава России,

Россия, 119991, г. Москва, ул. Трубецкая, д. 8, стр. 2

Synthetic Analogue of Leu-Enkephalin Prevents 
Endothelial Dysfunction in vitro

Оleg А. Grebenchikov1,4, Аlexey М. Ovezov1, Yuri V. Skripkin1, Тatiana S. Zabelina1, 
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Цель исследования – изучить эффективность действия синтетического стабилизированного аналога лей-
энкефалина в качестве средства, предотвращающего повреждение монослоя эндотелиальных клеток in vitro
под действием сывороток пациентов с септическим шоком. 

Материалы и методы. Эксперименты выполнены на монослое эндотелиальных клеток EaHy.926. Изучали
влияние синтетического аналога лей-энкефалина in vitro на развитие повреждения клеток под действием сы-
вороток пациентов (5 больных с септическим шоком). Состояние межклеточных контактов эндотелия оце-
нивали методами иммунофлуоресцентной микроскопии и иммуноблотинга с антителами к белку адгезивных
контактов — VE-кадгерину и белку плотных контактов — клаудину. Жизнеспособность клеток определяли с
помощью окраски йодистым пропидием. 

Результаты. Прекондиционирование синтетическим аналогом лей-энкефалина (10, 50 и 100 мкг/мл) кле-
ток эндотелия in vitro приводило к предотвращению деструкции плотных и адгезивных контактов, а также
частично предотвращало гибель эндотелиоцитов.

Заключение. Прекондиционирование синтетическим аналогом лей-энкефалина частично предотвращает
гибель эндотелиоцитов, вызванную воздействием сыворотки септических больных in vitro. Эти данные дик-
туют необходимость проведения клинических испытаний эффективности применения синтетического ана-
лога лей-энкефалина с целью профилактики сепсис-ассоциированной эндотелиальной дисфункции.

Ключевые слова: лей-энкефалин; проницаемость эндотелия; синдром системного воспалительного ответа;
септический шок; Даларгин

The purpose of the study was to determine the efficacy of a synthetic leu-enkephalin stabilized analogue to pre-
vent damage of endothelial cells monolayer in vitro caused by serum samples from septic shock patients.

Materials and methods. The experiments were performed using the EaHy.926 endothelial cells monolayer. We
studied the in vitro effect of synthetic leu-enkephalin analogue on the cell damage caused by serum samples from
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five septic shock patients. The status of endothelial intercellular junctions was estimated by immunofluorescence
microscopy and western blot with antibodies against adherens junction protein, VE-cadherin, and against the tight
junctions protein, claudin. Cell viability was determined by staining with propidium iodide. 

Results. Preconditioning with a synthetic leu-enkephalin analogue (10, 50 and 100 μg/ml) of endothelial cells
in vitro prevented the destruction of both tight and adherens junction and partially prevented endothelial cell death.

Conclusion. Preconditioning with a synthetic leu-enkephalin analogue partially prevents endothelial cell damage
caused by exposure to septic patients’ sera in vitro. These data ensure the need for clinical trials on the effectiveness
of a synthetic leu-enkephalin analogue for prevention of sepsis-associated endothelial dysfunction in clinics.

Keywords: synthetic leu-enkephalin stabilized analogue; endothelial permeability; systemic inflammatory response
syndrome; septic shock; Dalargin
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Введение

Эндотелий представлен одним слоем специа-
лизированных клеток, выстилающих внутреннюю
поверхность кровеносных и лимфатических сосу-
дов. Помимо барьерной, эндотелий выполняет ряд
других физиологических функций: поддержание
онкотического давления, участие в свертывании
крови, ангиогенезе и проч. При развитии некото-
рых патологических процессов, эндотелиальная
дисфункция становится их важной составляющей
и во многом определяет тяжесть течения атеро-
склероза, сепсиса, ишемических и реперфузион-
ных повреждений, тяжелой сочетанной травмы, а
также синдрома системной воспалительной реак-
ции (ССВР), в том числе, и в раннем послеопера-
ционном периоде [1]. Транскапиллярная утечка
жидкости, возникающая вследствие нарушения
барьерной функции эндотелия или гибели клеток,
приводит к возникновению интерстициального
отека, что, на уровне организма, манифестирует
полиорганной недостаточностью — состоянием,
представляющем серьезную угрозу жизни больно-
го ССВР [2]. Важной составляющей ССВР являет-
ся эндотелиальная дисфункция — ключевой фено-
мен критических состояний, сопровождающийся
увеличением проникновения провоспалительных
цитокинов через гистогематические барьеры и
приводящий к нарушению целостности последних,
с последующей инфильтрацией тканей лейкоцита-
ми и цитокинами [3]. Барьерная функция эндоте-
лия закономерно нарушается при септическом
шоке, что способствует развитию неблагопри-
ятных клинических исходов [4]. Предупреждение,
лечение и минимизация последствий ССВР
является одной из основных задач анестезиологов-
реаниматологов. 

Наличие противовоспалительной активности
(т. е. способности тормозить развитие ССВР) и, как
следствие, способность предотвращать развитие
эндотелиальной дисфункции, является положи-
тельным побочным эффектом немалого числа
известных препаратов [5]. Однако, их эффектив-
ность в обсуждаемом плане не велика и, с учетом
важности проблемы ССВО, представляется чрезвы-
чайно важным поиск новых препаратов, способных
тормозить развитие эндотелиальной дисфункции.

Introduction 

Endothelium is represented by a single layer of
specialized cells lining the inner surface of the blood
and lymph vessels. In addition to the barrier function,
the endothelium has several other physiological func-
tions: the maintenance of the oncotic pressure, contri-
butions to blood coagulation, angiogenesis, etc. In the
case of development of pathological processes, en-
dothelial dysfunction becomes a significant object of
pathological alterations and largely determines the
severity of atherosclerosis, sepsis, ischemia/reperfusion
injury, severe concomitant injury and systemic inflam-
matory response syndrome (SIRS) including that in
the early postoperative period [1]. Transcapillary fluid
leakage caused by barrier dysfunction of the endothe-
lium or cell death leads to interstitial edema, which at
the body level is manifested by multiple organ failure,
a life-threatening condition of the patient [2]. SIRS,
which includes as an important component the en-
dothelial dysfunction, is a key phenomenon of critical
illness accompanied by increased infiltration of pro-in-
flammatory cytokines through histohematogenous
barriers. SIRS leads to impairment of the integrity of
the latter, with the subsequent tissue infiltration by
leukocytes and enchanced production of cytokines [3].
The barrier function of the endothelium is impaired
naturally in septic shock, which contributes to adverse
clinical outcomes [4]. Prevention, treatment and mit-
igation of consequences of SIRS are the urgent tasks
in the intensive care. 

The presence of the anti-inflammatory activity
(i.e. the ability to inhibit the development of SIRS)
and, as a result, the ability to prevent the development
of endothelial dysfunction is a positive side effect of
many drugs [5]. However, their effectiveness in the
discussed field is not high, taking into account the sig-
nificance of the SIRS problems; therefore the search
of new drugs which can inhibit the development of en-
dothelial dysfunction is essential.

More than 30 years ago, a synthetic stable ana-
logue of leu-enkephalin with delta- and mu-opioid ac-
tivity, Dalargin, which is a peptide with an amino acid
sequence of Tyr-D-Ala-Gly-Phe-Leu-Arg has been
suggested for the clinical practice [6].

The synthetic leu-enkephalin analogue
(Dalargin) has been approved for the clinical use for

Экспериментальные исследования
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Более 30-ти лет назад в клинику был внедрен
синтетический стабилизированный аналог лей-
энкефалина с дельта- и мю-опиоидной актив-
ностью — Даларгин, который представляет собой
пептид с аминокислотной последовательностью
Tyr-D-Ala-Gly-Phe-Leu-Arg.[6]

Синтетический аналог лей-энкефалина
(Даларгин) разрешен к клиническому применению
для лечения язвенной болезни двенадцатиперст-
ной кишки и желудка в период обострения; острого
панкреатита; острого некротического панкреатита
в составе комплексной терапии [7].

В ранних исследованиях было показано нали-
чие у препарата кардиопротекторных свойств при
операциях с ИК [8], однако, неизученность меха-
низмов его действия и непостоянство эффекта,
помешали Даларгину в то время занять достойное
место в арсенале анестезиолога. 

После открытия феномена опиоидного пре-
кондиционирования [9] возникло предположе-
ние, что органопротекторные эффекты Даларгина
реализуются теми же биохимическими путями
[10], и если эта гипотеза найдет свое подтвержде-
ние, то у клиницистов появится средство для
лечения или предотвращения осложнений, преж-
де всего органной недостаточности, связанной с
эндотелиальной дисфункцией, в том числе, при
сепсисе и септическом шоке.

Цель настоящего исследования — изучить
эффективность действия синтетического стабили-
зированного аналога лей-энкефалина в качестве
средства, предотвращающего повреждение моно-
слоя эндотелиальных клеток in vitro под действием
сывороток пациентов с септическим шоком. 

Материал и методы
Сыворотки забирали у больных с развившимся

септическим шоком, которые были отобраны в соответ-
ствии с критериями «Сепсис-3» [11]: 5 человек, средний
возраст 45 [29–55] лет, а также у здоровых доноров, под-
писавших информированное согласие: 5 человек, сред-
ний возраст 35 [28–45] лет57.

Флуоресцентная микроскопия. Эндотелиальные
клетки Ea.hy926 растили в среде DMEM (Gibco, USA)
с 10% телячьей эмбриональной сывороткой — FBS (Hy-
Clone, USA) до монослоя. Затем клетки инкубировали
в течение 3-х часов при 37°С с 5%-ной телячьей эмбрио-
нальной сывороткой (контроль), с сывороткой здоро-
вого человека, а также с сывороткой пациента с
сепсисом без Даларгина и в его присутствии в конечных
концентрациях 1, 10, 50 и 100 мкг/мл. Даларгин добав-
ляли за 1 час до смены сывороток. После инкубации
клетки промывали теплым раствором DMEM без сыво-
ротки, а затем фиксировали 2%-ным раствором пара-
форма и пермеабилизовывали 1%-ным раствором Triton
X-100. Фиксированные клетки окрашивали первич-
ными антителами к VE-кадгерину (BD Biosciences,
USA), а затем инкубировали с вторичными антителами,
конъюгированными с флуоресцентным красителем Ore-
gon Green 488 (Life Technologies, USA), а также с фал-
лоидином, меченным TRITC (Sigma, USA) и

the treatment of duodenal and stomach ulcer during
exacerbation; acute pancreatitis and acute necrotizing
pancreatitis as a part of the combined therapy [7].

Early studies have shown the cardioprotective
properties of Dalargin during surgery requiring a car-
diopulmonary bypass (CPB) [8]. However, unclarified
mechanisms of the drug action and variable clinical ef-
fects prevented Dalargin at that time from taking an
appropriate niche in the anesthesiology.

After the discovery of a phenomenon of opioid
preconditioning [9], it has been suggested that the ef-
fects of Dalargin are implemented by the same bio-
chemical pathways [10] and if this hypothesis is
confirmed, clinicians would have a medicine for the
treatment or prevention of complications, including
organ failure associated with endothelial dysfunction
and sepsis/septic shock.

The purpose of this study was an in vitro investi-
gation of the effectiveness of Dalargin for preventing
the damage of endothelial cells monolayer by proin-
flammatory cytokines circulating in the serum of sep-
tic shock patients.

Materials and Methods
Patients with developed septic shock were selected in

accordance with the «Sepsis-3» criteria [11]: 5 patients, the
average age is 45 [29—55] years.

Healthy donors (5 subjects) who signed the informed
consent; the average age is 35 [28—45].

Fluorescence microscopy. Ea.hy926 endothelial
cells were grown to a monolayer in the DMEM medium
(Gibco, USA) with 10% fetal bovine serum, FBS (Hy-
Clone, USA). The cells were then incubated for 3 hours
at 37°C with 5% FBS (reference group), with healthy
human serum, and with the serum of a septic patient
without Dalargin and with Dalargin at a final concentra-
tions of 1, 10, 50 and 100 μg/ml. Dalargin was added 1
hour before changing the serum. After incubation, the
cells were washed with a warm DMEM solution without
serum, then fixed with a 2% paraformaldehyde solution
and permeabilized with a 1% Triton X-100 solution.
Fixed cells were stained with primary antibodies against
VE-cadherin (BD Biosciences, USA) and then incubated
with secondary antibodies conjugated with a fluorescent
stain Oregon Green 488 (Life Technologies, USA), phal-
loidin-TRITC conjugate (Sigma, USA) and Hoechst dye
33342 (Life Technologies, USA). The processing of the
images acquired with a fluorescence microscope, as well
as their quantitative analysis, was performed using Im-
ageJ 1.44p and MetaVue 4.6 software to compute the rel-
ative area of intercellular spaces as a percentage of the
total area in endothelial cells.

Western blotting. The Ea.hy926 endothelial cells
were grown and incubated as described above. After incu-
bation, the cells were lysed in a hot buffer (62.5 mM Tris-
HCl, pH 6.8, 2% SDS, 10% glycerol, 50 mM DTT, 0.01%
bromophenol blue) at 94°C for 4 min. The proteins were
separated by a 12% polyacrylamide gel electrophoresis and
transferred to PVDF membranes. Antibodies against VE-
cadherin and claudin (BD Biosciences, USA), as well as
secondary antibodies conjugated with horseradish peroxi-
dase (BD Biosciences, USA) were used. The visualization
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красителем Hoechst 33342 (Life Technologies, USA).
Обработку изображений, полученных на флуорес-
центном микроскопе, а также их количественный
анализ проводили с помощью программ ImageJ 1.44p
и MetaVue 4.6 с определением относительной пло-
щади межклеточных промежутков в % от общей пло-
щади в эндотелиальных клетках. 

Вестерн-блоттинг. Эндотелиальные клетки
Ea.hy926 растили и инкубировали так же, как описано
выше. После инкубации клетки лизировали в горячем
буфере (62,5 mM Трис-HCl, pH 6,8; 2% SDS; 10% гли-
церин; 50 mM ДТТ, 0,01% бромфенолового синего)
при температуре 94°С, в течение 4 мин. Белки разде-
ляли в 12% полиакриламидном геле и переносили на
PVDF-мембраны. Были использованы антитела к
VE-кадгерину и клаудину (BD Biosciences, USA), а
также вторичные антитела, конъюгированные с пе-
роксидазой хрена (BD Biosciences, USA). Визуализа-
цию проводили набором SuperSignal West Pico
(Thermo Scientific, USA). Для денситометрического
анализа и определения относительного содержания
VE-кадгерина (%) в межклеточных контактах эндоте-
лиальных клеток использовали программу Image Lab
(BioRad, USA).

Изучение влияния сывороток пациентов с сеп-
тическим шоком на апоптоз эндотелиальных клеток.
Эндотелиальные клетки Ea.hy926 растили до моно-
слоя. Затем клетки инкубировали в течение 12 часов
при 37°С с 5%-ной телячьей эмбриональной сыворот-
кой (контроль), с сывороткой здорового человека, а
также с сывороткой пациента с сепсисом без Далар-
гина и в его присутствии в концентрациях 1, 10, 50 и
100 мкг/мл. После инкубации клетки снимали раство-
ром трипсин-Версена, фиксировали 70%-ным этано-
лом и окрашивали йодистым пропидием. Клетки,
содержащие фрагментированную геномную ДНК
анализировали с помощью проточной цитофлуори-
метрии, как описано ранее [12].

Статистический анализ. Данные представили в
виде медианы с межквартильным интервалом. Стати-
стическую значимость различий показателей оцени-
вали с помощью U-теста Манна-Уитни. Различия
считали значимыми при р<0,05.

Результаты и обсуждение

Инкубация монослоя эндотелиальных клеток
сывороткой пациентов с cептическим шоком при-
водила к потере белка адгезионных контактов VE-
кадгерина. Септическая сыворотка также изменяла
форму клеток: они теряли правильную много-
угольную форму, вытягивались, между ними обра-
зовывались промежутки, поскольку «разбирались»
еще и пучки периферических актиновых микрофи-
ламентов (рис. 1). 

Такие изменения характерны для эндотели-
альной дисфункции, сопровождающейся наруше-
нием межклеточных контактов. Подобные эффек-
ты не наблюдали при инкубации с 5%-ной
телячьей эмбриональной сывороткой (контроль)
или 5%-ной сывороткой здоровых добровольцев.
Таким образом, данный эксперимент может рас-
сматриваться как модель эндотелиальной дис-
функции при сепсисе in vitro.

was performed by SuperSignal West Pico (Thermo Scien-
tific, USA). Image Lab software was used (BioRad, USA)
for the densitometry analysis and determining the relative
content of VE-cadherin (%) in the intercellular contacts of
endothelial cells.

Study of the effect of sera of patients with septic
shock on endothelial cell apoptosis. Ea.hy926 endothelial
cells were grown to form a monolayer. The cells were then
incubated for 12 hours at 37°C with 5% FBS (reference
group), with control human serum, and with the serum of a
septic patient without Dalargin and with Dalargin at con-
centrations of 1, 10, 50 and 100 μg/ml. After incubation, the
cells were removed using trypsin-EDTA solution, fixed with
70% ethanol and stained with propidium iodide. Cells con-
taining fragmented genomic DNA were analyzed by flow cy-
tometry as described previously [12].

Statistical analysis. Since the distributions of vari-
ables differed from a normal distribution, the non-paramet-
ric criteria were employed to reveal the difference between
groups. The data are presented as a median and 25%—75%
interquartile intervals. The statistical significance was esti-
mated using Mann-Whitney test. The difference was con-
sidered statistically significant at P<0.05

Рис. 1. Иммунофлуоресцентная микроскопия эндотелиальных
клеток Ea.hy926.
Fig. 1. Immunofluorescence microscopy of endothelial cells
Ea.hy926.
Note. Cells were incubated with different concentrations (μg/ml ) of
Dalargin and treated with 5% serum from the septic patient L. (27 years
old, severe sepsis). Cells were stained with antibodies against actin mi-
crofilaments (Actin) or intercellular contact molecule (VE-cadherin);
nuclei were stained with DAPI.
Примечание. Клетки инкубировали с различными концентра-
циями Даларгина (указаны в мкг/мл) и обработали 5%-ной сыво-
роткой септического больного Л. (27 лет, тяжелый сепсис). Actin –
окраска клеток на актиновые микрофиламенты; VE-cadherin –
окраска на белок межклеточных контактов VE-кадгерин; Nucleus –
окраска ядер клеток.
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Для изучения возможного ангиопротекторно-
го эффекта Даларгина в рамках предложенной
модели использовали следующие концентрации
активного вещества: 1, 10, 50 и 100 мкг/мл. 

По данным иммунофлуоресцентой микроско-
пии, инкубация с Даларгином в низких концентра-
ция (1 и 10 мкг/мл) незначительно предотвращает
«разборку» актина и VE-кадгерина в межклеточных
контактах. Прединкубация с Даларгином в более
высоких концентрациях (50 и 100 мкг/мл) практи-
чески полностью защищала эндотелиальный моно-
слой от разрушения межклеточных контактов под
действием сыворотки пациентов с септическим
шоком (рис. 2, a). Численный анализ данных флуо-
ресцентной микроскопии представлен в таблице.

Для количественной оценки содержания бел-
ков межклеточных контактов (клаудина и VE-кад-
герина) использовали Вестерн-блоттинг. Инкуба-
ция с 5%-ной сывороткой пациента с сепсисом
примерно вполовину уменьшала количество VE-
кадгерина в клеточных лизатах (рис. 2, b). Инкуба-
ция с Даларгином дозозависимо защищала этот
белок от расщепления под действием септической
сыворотки (рис. 2, с). 

Инкубация с 5%-ными сыворотками пациен-
тов с септическим шоком приводила к значитель-

Results and Discussion

Incubation of a monolayer of endothelial cells
with serum of septic shock patients resulted in the loss
of an adherens junction protein, VE-cadherin. The
septic serum also changed the shape of the cells: they
lost the correct polygonal shape, stretched out, formed
gaps between them whereas peripheral actin microfil-
ament bundles were also disassembled (Fig. 1).

These changes are typical for endothelial dys-
function accompanied by destruction of intercellular
junctions. These effects were not observed when the
cells were pre-incubated with 5% FBS (reference
group) or 5% serum of healthy volunteers. Thus, this
experimental system can be considered as an in vitro
model of endothelial dysfunction in sepsis.

To study the possible angioprotective effect of
Dalargin within the framework of the proposed model,
we used the following concentrations of the active sub-
stance: 1 μg/ml, 10 μg/ml, 50 μg/ml and 100 μg/ml.

A quantitative analysis of the immunofluores-
cence microscopy data is presented in Table. As shown
in Table, incubation with Dalargin at low concentra-
tions (1 μg/ml and 10 μg/ml) insignificantly pre-
vented the disassembly of actin and VE-cadherin
within the area of intercellular junctions. Pre-incuba-
tion with Dalargin at higher concentrations (50 μg/ml

Рис. 2. Влияние Даларгина  на повреждение монослоя эндотелиальных клеток под действием 5%-х сывороток пациентов с сеп-
сисом. 
Fig. 2. Effect of Dalargin on a serum-induced damage to the monolayer of endothelial cells.
Note. a — formation of intercellular spaces, immunofluorescence microscopy; b — splitting of the VE-cadherin-mediated  adhesion contacts,
immunoblot-analysis; c — cleavage of the dense contact protein Claudine, immunoblot analysis; d — relative level of apoptosis,  propidium
iodide staining. The results are presented as the mean (%) ± standard deviation, n=5; * — P<0.05 compared to effect of serum of patients
with sepsis.  C — control serum (FBS); HV — healthy volunteer serum; S — serum of a septic patient.
Примечание. a – образование межклеточных промежутков, данные иммунофлуоресцентной микроскопии; b — расщепление белка
адгезивных контактов VE-кадгерина, данные иммуноблот-анализа; c – расщепление белка плотных контактов клаудина, данные
иммуноблот-анализа; d – относительный уровень апоптоза, данные по окраске йодистым пропидием. Результаты представлены в
виде среднего значения (%) ± стандартное отклонение, n=5; * — p<0,05 относительно сыворотки пациентов с сепсисом; C – конт-
рольная сыворотка FBS; HV – сыворотка здорового добровольца; S – сыворотка септического больного; GAFD — ГАФД.
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ному увеличению количества апоптотических кле-
ток (рис. 2, d). Даларгин в концентрации 1 мкг/мл
незначительно уменьшал количество апоптотиче-
ских клеток, а при концентрациях 10, 50 и 100
мкг/мл наблюдали значимое снижение количества
апоптотичесих клеток (табл.). 

Клетки линии Ea.hy 926 обладают основны-
ми фенотипическими и функциональными харак-
теристиками эндотелиальных клеток сосудов
человека [13], поэтому они были выбраны нами в
качестве модели для исследования эндотелиаль-
ной дисфункции. 

Ранее было установлено, что различные про-
воспалительные цитокины, например, TNF-α
(Tumour Necrosis Factor α) вызывают расщепление
VE-кадгерина — эндотелиального белка адгезион-
ных контактов [14]. Также, при действии подобных
провоспалительных агентов, происходит деграда-
ция белков плотных контактов, в том числе, клау-
дина. Эндотелиальные межклеточные контакты
выполняют важнейшую роль в поддержании
целостности сосудов. Повышение проницаемости
эндотелия под действием провоспалительных
цитокинов (TNF-α, интерлейкины-1, -8, -12.) про-
исходит за счет реакций фосфорилирования и
убиквитинирования основных белковых компонен-
тов адгезивных межклеточных контактов (VE-кад-
герина, окклудина, клаудина) [15].

Протеолиз этих важнейших белков межкле-
точных контактов вызывает образование проме-
жутков между клетками, что приводит к увеличе-
нию проницаемости и нарушению барьерной
функции эндотелия. В крайних случаях может раз-
виться эндотелиальная дисфункция, которая в
настоящее время считается одним из основных
факторов развития полиорганной недостаточности
при сепсисе и септическом шоке [16]. 

Также в рамках выбранной модели изучали
влияние сывороток пациентов с септическим шоком

and 100 μg/ml) almost completely protected the en-
dothelial monolayer from the destruction of intercel-
lular junctions induced by sera from patients with
sepsis (Fig. 2, a). 

Western blotting was used to quantify the pro-
tein content of intercellular junctions proteins,
claudin and VE-cadherin. Incubation with a 5% serum
of a septic patient resulted in a 50% reduction of VE-
cadherin content in the cell lysates (Fig. 2, b). Incu-
bation with Dalargin protected this protein from
disintegration under the effect of the septic serum in
a dose-dependent manner (Fig. 2, c).

Incubation with 5% serum of a septic shock pa-
tient resulted in a significant increase in the number
of apoptotic cells (Fig. 2, d). Dalargin at a concen-
tration of 1 μg/ml slightly reduced the number of
apoptotic cells. Statistically significant decrease in
the number of apoptotic cells was observed at
Dalargin concentrations of 10 μg/ml, 50 μg/ml and
100 μg/ml (Table). 

Cells of the Ea.hy926 line possess main phenotypic
and functional features of human endothelial vascular
cells [13], therefore they were chosen as an endothelium
model to study endothelial dysfunction in sepsis.

It was established earlier that various pro-in-
flammatory cytokines, e.g. TNF-α (Tumour Necro-
sis Factor α), induce the disintegration of the
VE-cadherin, the protein of vascular endothelial ad-
herens junction [14]. Besides, the action of such
pro-inflammatory agents caused the degradation of
proteins of tight junctions including claudine. En-
dothelial intercellular junctions significantly con-
tribute to maintaining the vascular integrity.
Enchanced permeability of the endothelium caused
by pro-inflammatory cytokines (TNF-α, Inter-
leukins-1, -8, -12) is due to increased phosphoryla-
tion and ubiquitination of the essential protein
components of intercellular adherens junctions
(VE-cadherin, occludin, claudin) [15]. 

Протективное действие Даларгина при воздействии сыворотки пациентов с септическим шоком на культуру эн-
дотелия Ea.hy926. 
Protective effect of Dalargin on endothelial cells Ea.hy926 treated with serum of septic shock patients.

Note. For tabl., fig. 1: Control — sera from healthy volunteers donated blood; Sept — serum of septic shock patients.
Примечание. Group — группа; Reference — контроль. Для табл. 1, рис. 1: Control — сыворотка здоровых волонтеров; Sept. —
сыворотка пациентов с септическим шоком; Dalargin — Даларгин. Для табл. и рис. 2: Area of intercellular gaps in endothelium,
(% to total area) — площадь межклеточных промежутков эндотелия, % от общей площади; Content of VE-cadherin —
cодержание VE-кадгерина; — количество апоптотических клеток, % от общего количества эндотелиальных клеток. P value
vs.  «Sept» group — значимость разницы по отношению к группе «Септ».

Group Area of intercellular P value Content P value Apoptosis level P value
gaps in endothelium. vs. «Sept» of VE-cadherin. vs. «Sept» (% of a total count vs. «Sept»
(% to total area) group % group of endothelial cells) group 

Reference group 4.11 [3.52—4.40] 100 [99.1—100] 5.29
Control 4.3 [3.82—4.78] 97.1 [95.88—100] 4.48
Sept. 17.03 [14.83—19.11] 49 [42.25—61.25] 12.96
Sept + Dalargin 1 μg/ml 11.72 [11.03—13.45] 0.016 61 [54.78—73.03] 0.15 10.42 0.0952
Sept + Dalargin 10 μg/ml 10.27 [9.02—11.60] 0.008 77 [70.98—85.78] 0.008 8.66 0.0079
Sept + Dalargin 50 μg/ml 6.59 [5.96—7.80] 0.008 90.2 [80.05—94.23] 0.008 7.13 0.0079
Sept+Dalargin 100 μg/ ml 6.17 [5.27—7.16] 0.008 96 [86.33—97.23] 0.008 6.35 0.0079
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на апоптоз эндотелиальных клеток. Известно, что в
норме in vivo эндотелий практически не подвергает-
ся апоптозу. Однако есть данные, что при сепсисе
увеличивается количество апоптотических эндоте-
лиальных клеток [17]. В моделях in vitro многие про-
воспалительные агенты, такие, как LPS (Lipopolysac-
charide), TNF-α, IL-1, увеличивают апоптоз
различных линий эндотелиальных клеток [18, 19].

Ранее считали, что опиоидные рецепторы
находятся исключительно в нервной ткани, и толь-
ко совсем недавно они были обнаружены и в дру-
гих тканях, в том числе на поверхности эндотели-
альных клеток [20, 21]. Было доказано, что морфин
действует на μ-опиоидные рецепторы эндотели-
альных клеток, что приводит к активации синтеза
NO и вазодилатации [22]. Даларгин является несе-
лективным агонистом μ- и δ-опиоидных рецепто-
ров, причем, преимущественно периферического
действия [23]. В настоящей работе удалось пока-
зать, что Даларгин способен предотвращать апоп-
тоз, а также деградацию актина и VE-кадгерина в
межклеточных контактах эндотелиоцитов линии
Ea.hy 926, вызванную действием сывороток септи-
ческих больных. Эти данные полностью согла-
суются с ранее полученными результатами о про-
тективном антиапоптотическом действии
Даларгина на эндотелиальные клетки, обработан-
ные антиэндотелиальными антителами и сенсиби-
лизированными лимфоцитами [24]. Косвенно пер-
спективность использования Даларгина с целью
предотвращения эндотелиальной дисфункции
подтверждает недавняя работа А. Донцова [25], в
которой было показано, что включение в терапию
Даларгина у больных ишемической болезнью серд-
ца сопровождалось достоверным снижением
активности параметров оксидативного стресса и
повышением антиоксидантных свойств крови.
Возможно Даларгин также индуцирует защитные
антиоксидантные механизмы в эндотелии при раз-
личных патологических состояниях. Известно, что
антиоксиданты способны предотвращать апоптоз
эндотелиальных клеток [26] и препятствовать раз-
витию эндотелиальной дисфункции.

На сегодняшний день механизмы действия
Даларгина на эндотелиальные клетки остаются
неизученными. В этой связи, нам представляется
важным продолжить исследования молекулярных
механизмов его защитных свойств на эндотелий.
Изучение биологических процессов, связанных с
действием отдельных веществ на эндотелий требу-
ет использования методов и in vitro, и in vivo. Полу-
ченные в настоящей работе данные требуют также
проверки в моделях с использованием животных.
При этом не исключено, что концентрации Далар-
гина, используемые в настоящей работы, могут
значительно отличаться от действующих концент-
раций in vivo. 

Ограничения исследования. Относительно
небольшое количество образцов сывороток,

The proteolysis of these critical proteins of the
cellular junctions leads to the intercellular gaps for-
mation, leading to increased permeability and im-
paired barrier function of the endothelium. In
extreme cases an endothelial dysfunction may de-
velop, which is currently considered one of the main
factors in the development of multiple organ failure
in sepsis including septic shock [16]. 

In addition, within the frames of our model, we
studied the effect of serum samples of patients with
septic shock on apoptosis of endothelial cells. It is
known that in vivo normal endothelium does not
undergo apoptosis. However, there is evidence that
sepsis increases the quantity of apoptotic endothe-
lial cells [17]. In in vitro many proinflammatory
agents such as LPS (bacterial lipopolysaccharide),
TNF-α, IL-1 enhance apoptosis in various lines of
endothelial cells [18, 19].

Earlier,  opioid receptors were considered as
those as found exclusively in nervous tissue. Only
recently they were discovered in other tissues, in-
cluding the endothelial cells in which the opioid re-
ceptors are exposed on the cell surface [20, 21]. It
has been proven that morphine affects μ-opioid re-
ceptors of endothelial cells that leads to activation
of NO synthesis and vasodilation [22]. Dalargin is a
non-selective agonist of μ- and δ-opioid receptors,
with a mainly peripheral action [23]. In the present
study, we were able to show that Dalargin could pre-
vent apoptosis and degradation of actin and VE-cad-
herin in intercellular junctions of line Ea.hy 926
endothelial cell induced by the serum of septic pa-
tients. These data are fully consistent with previ-
ously obtained findings demonstrating the
protective antiapoptotic action of Dalargin on en-
dothelial cells treated with anti-endothelial antibod-
ies and sensitized lymphocytes [24]. Indirectly, the
perspectives for the use of Dalargin to prevent en-
dothelial dysfunction have been supported by a re-
cent study by A. Dontsov [25], in which the
inclusion of Dalargin in the treatment of patients
with coronary artery disease has been accompanied
by a significant decrease in the activity of oxidative
stress parameters and increase of antioxidant blood
properties. Dalargin may also induce the endothelial
protective antioxidant mechanisms in various patho-
logical conditions. It is known that antioxidants can
prevent apoptosis in endothelial cells [26] and pre-
vent the development of endothelial dysfunction.

The mechanisms of action of Dalargin on en-
dothelial cells have not been studied to date. In this
context, it seems important to continue the study
of the molecular mechanisms of its protective prop-
erties on the endothelium. It is important to note
that the study of the biological processes associated
with the effect of certain substances on the endothe-
lium requires the use of in vitro methods. Therefore,
the data obtained in the present study also require
the validation in animal models. We can also assume
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использованных в работе, не позволяет сделать
вывод о том, что все пациенты с сепсисом подвер-
жены эндотелиальной дисфункции. В работе
отсутствуют данные о содержании цитокинов в
сыворотоках пациентов с септическим шоком.

Заключение

Прекондиционирование Даларгином дозо-
зависимо частично предотвращает гибель эндоте-
лиоцитов, вызванную воздействием сыворотки
септических больных, in vitro на клетки эндоте-
лия человека. Даларгин также дозозависимо
предотвращает деградацию актина и VE-кадгери-
на в межклеточных контактах эндотелиальных
клеток линии Ea.hy 926 под действием сыворотки
пациентов с септическим шоком, что свидетель-
ствует о протекторном эффекте препарата на
эндотелий, но не выявляет, посредством какого
механизма он осуществляется. Такое защитное
действие может обеспечивать сохранение функ-
ционального сосудистого барьера при опасных
для жизни критических состояниях. Подтвержде-
ние вышеизложенного в моделях in vivo и рас-
крытие молекулярных механизмов защиты эндо-
телия, позволит инициировать клиническое
испытание Даларгина (IV фаза) для доказатель-
ства его органопротекторных свойств.

that the concentration of Dalargin used in this
study may significantly differ from the actual in vivo
concentrations. 

Study limitations. Limited number of serum
samples used in the study restricts the probability
that all septic patients are exposed to endothelial dys-
function. There was also no cytokine concentration
determined of the septic shock patients’ serum in ac-
cordance with the cytokines content.

Conclusion 

The preconditioning with Dalargin partially
prevented the destruction of endothelial cells
caused by exposure of the septic patients serum in
vitro in a dose-dependent manner. Dalargin also
prevented the degradation of actin and VE-cad-
herin in intercellular junction of endothelial cells
of Ea.hy 926 line in a dose-dependent manner
caused by sera from septic shock patients. Data
suggest that the protective activity of Dalargin can
preserve the functional vascular barrier in life-
threatening critical conditions and ensure the val-
idation in vivo studies. Continuation of studies and
clarification of molecular mechanisms of endothe-
lial protection by Dalargin might ensure the clini-
cal trial of Dalargin (phase IV) to confirm the
organ protection by the drug.
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Длительно заживающие, хронические раны являются нерешенной проблемой современной медицины.
Важнейшую роль в патогенезе таких ран при старении, диабете, многих патологических состояниях играет
избыточный окислительный стресс. Обзор посвящен роли митохондрий в этом стрессе и перспективам ис-
пользования новых митохондриально-направленных антиоксидантов для терапии труднозаживающих ран.
Недавние исследования на старых мышах и мышах с диабетом 2-го типа показали, что отечественный мито-
хондриально-направленный антиоксидант SkQ1 [10-(6'-пластохинонил) децилтрифенилфосфония] стиму-
лирует заживление полнослойных кожных ран. Прием SkQ1 ускоряет протекание воспалительной фазы
заживления, созревание грануляционной ткани, ангиогенез и эпителизацию ран. Противовоспалительное
действие SkQ1, возможно, связано со снижением воспалительной активации эндотелия сосудов, которая ха-
рактерна для старения, диабета и других патологий. Локальное введение SkQ1 также ускоряет заживление
ран и имеет выраженное противовоспалительное действие при экспериментальном моделировании острого
асептического воспаления. Кроме того, SkQ1 стимулирует апоптоз нейтрофилов и подавляет их активацию,
а также угнетает воспалительную активность тучных клеток. В условиях моделирования раневого процесса
in vitro SkQ1 ускоряет движение эпителиоцитов и фибробластов в «рану» и стимулирует миофибробластную
дифференцировку подкожных фибробластов человека. Можно полагать, что препараты для локальной тера-
пии труднозаживающих ран на основе SkQ1 послужат эффективным средством борьбы с длительно незажи-
вающими ранами, в том числе — у пациентов с хроническими критическими состояниями.

Ключевые слова: активные формы кислорода; митохондрии; заживление ран
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Chronic wounds with impared wound healing that require prolong time for healing remain unsolved problem of
modern medicine. Excessive oxidative stress plays an important role in the pathogenesis of chronic wounds caused
by aging, diabetes and other pathologies. This review is aimed at the role of mitochondria in oxidative stress and to
the future prospects for using the innovative mitochondria targeted antioxidants for treatment of impaired wounds.
Recent studies in old mice and mice with type 2 diabetes showed that the mitochondrial antioxidant SkQ1 [10- (6'-
plastoquinonyl) decyltriphenylphosphonium] stimulates healing of full-thickness dermal wounds. SkQ1 accelerates
inflammatory stage of wound healing, maturation of granulation tissue, angiogenesis and epithelization of wounds.
The anti-inflammatory effect of SkQ1 is possibly connected to decreased inflammatory activation of the vascular
endothelium, which is typical for aging, diabetes and other pathologies. Local administration of SkQ1 also accelerates
wound healing and provides strong anti-inflammatory effect in the model of acute aseptic inflammation. In addition,
SkQ1 to stimulate apoptosis of neutrophils and suppresses their activation, as well as suppresses inflammatory ac-
tivation of mast cells. In the wound model in vitro, SkQ1 accelerates movement of epithelial cells and fibroblasts
into the «wound» and stimulates differentiation of human subcutaneous fibroblasts to myofibroblasts. Reviewed
data suggest that SkQ1-based topical drugs have a great potential to treat wounds that exhibit impaired healing
also in patients suffering from chronic critical illness.

Keywords: reactive oxygen species; mitochondria; wound healing
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Введение

Длительно незаживающие или хронические
раны остаются существенной медицинской пробле-
мой. Настоящий обзор сконцентрирован на анализе
значения активных форм кислорода (АФК) в пато-
генезе хронических ран, участия митохондрий в
генерации АФК и окислительном стрессе, а также
на перспективах применения нового класса соеди-
нений — митохондриально-направленных анти-
оксидантов. Основная цель обзора — подробно
обсудить уникальные результаты, полученные
авторами данного обзора, по (а) действию мито-
хондриально-направленных антиоксидантов на
заживление ран в моделях с использованием лабо-
раторных животных in vivo и (б) изучению меха-
низмов действия митохондриально-адресованных
антиоксидантов с использованием подходов in vitro.

Заживление ран является важнейшей ком-
плексной реакцией организма на повреждения. В
этом процессе участвуют многие типы клеток, в
том числе лейкоциты, эпителиоциты, фибробласты
и макрофаги, а также многочисленные гумораль-
ные факторы, вырабатываемые этими клетками
[1]. Успешное заживление ран достигается с помо-
щью четырех четко запрограммированных фаз:
гемостаза, воспаления, пролиферации и ремоде-
линга. Эти фазы частично перекрываются, но для
осуществления нормального ранозаживления,
каждая из этих фаз должна начинаться и заканчи-
ваться в определенное время [1]. 

Гемостаз заключается в вазоконстрикции и
образовании фибринового сгустка, однако вскоре
наступает процесс активной вазодилатации, кото-
рый сопровождается увеличением капиллярной
проницаемости [2]. Ключевым медиатором, обес-
печивающим этот процесс, является гистамин,
выделяемый тканевыми тучными клетками (ТК)
[3]. Таким образом начинается фаза воспаления: в
рану последовательно мигрируют нейтрофилы,
затем моноциты, тканевые макрофаги и лимфоци-
ты. Нейтрофилы выделяют большое количество

Introduction 

Long-term non-healing or chronic wounds re-
main one of the urgent medical problems. This review
does not pretend to fully analyze all aspects of the
pathogenesis of wound healing. Rather, the review is
focused most on the analysis of the significance of ac-
tive forms of oxygen (ROS) in the pathogenesis of
chronic wounds, the involvement of mitochondria in
the generation of ROS and oxidative stress, and also
on the prospects of using a new class of compounds, mi-
tochondria-targeted antioxidant drugs (MAD). The
main objective of the review is to discuss in detail the
unique results obtained by the authors of this review
on (a) evaluating the effects of MAD on wound healing
in in vivo models using laboratory animals and (b)
studying the mechanisms of action of MAD in vitro.

Wound healing includes complex reaction of an
organism to injuries. Various types of cells contribute
to this process, including leukocytes, epithelial cells, fi-
broblasts and macrophages, as well as numerous cy-
tokines produced by these cells [1]. Successful wound
healing is achieved through four finely defined pro-
grammed phases: hemostasis, inflammation, prolifera-
tion and remodeling. These phases partially overlap, but
each phase should begin and terminate at a certain time.
Wound healing can be impaired by many different fac-
tors acting on one or more phases in this process [1].

Wound healing begins with hemostasis (blood
clotting). After the injury, vasoconstriction and for-
mation of a fibrin clot contribute to stopping the
bleeding [2]. Soon, however, a process of active vasodi-
lation begins, accompanied by an increase in capillary
permeability [2]. The key mediator of increased per-
meability is histamine liberating from mast cells [3].
After the hemorrhage stops the inflammatory phase
begins: neutrophils, then monocytes, then tissue
macrophages and lymphocytes are subsequently mi-
grated into the wound. The main function of neu-
trophils is to destroy pathogens and damaged cells.
Neutrophils produce a large number of cytokines, pro-
teases and reactive oxygen species (ROS), which not
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цитокинов, протеаз и активных форм кислорода
(АФК), которые не только уничтожают патогенов,
но также вызывают дополнительное повреждение
тканей [4]. Макрофаги на ранних стадиях синтези-
руют цитокины, которые усиливают воспалитель-
ный ответ и дополнительно привлекают лейкоци-
ты к ране. На более поздних стадиях макрофаги
способствуют разрешению воспаления, очищая
рану от апоптотических клеток, в первую очередь-
нейтрофилов [5]. 

Пролиферативная фаза заключается в реэпи-
телизации, при которой происходит пролиферация
и миграция клеток эпителия, а также в формиро-
вании грануляционной ткани. Первостепенную
роль в формировании грануляционной ткани
играют фибробласты, синтезирующие первичный
внеклеточный матрикс [5]. В построении и после-
дующем ремоделинге грануляционной ткани и
формировании рубца важную роль играет диффе-
ренцировка фибробластов в миофибробласты [6].
Миофибробласты обладают повышенной способ-
ностью к сокращению, что способствует стягива-
нию краев раны, а также секретируют ферменты,
расщепляющие первичный внеклеточный матрикс
(такие как металлопротеазы внеклеточного мат-
рикса) и интенсивно синтезируют новый внекле-
точный матрикс, волокна которого более упоря-
дочены. Важную роль в заживлении играет
прорастание сосудов в грануляционную ткань [7].
Этот процесс происходит главным образом благо-
даря пролиферации и миграции эндотелиальных
клеток, которые активируются гипоксией и про-
ангиогенными факторами, такими как фактор
роста эндотелия (VEGF) [7]. 

На последней стадии ранозаживления про-
исходит ремоделирование рубца. Происходит
частичный лизис незрелых неправильно ориенти-
рованных и избыточных коллагеновых волокон
под действием матриксных металлопротеаз, выде-
ляемых макрофагами, фибробластами и эндотели-
альными клетками, и постепенное их замещение
более толстыми фибриллами [3]. 

Труднозаживающие раны 
и окислительный стресс

Хронические раны характеризуются наруше-
нием нормальной смены стадий ранозаживления.
Этиология хронических ран разнообразна, но
подавляющее большинство из них связано с сосу-
дистой недостаточностью, диабетом и старческими
изменениями [8]. Безусловно, основным подходом
для лечения подобных ран является устранение
соответствующих повреждающих факторов, одна-
ко этот вопрос не является целью настоящего обзо-
ра. Несмотря на различную этиологию, нарушение
заживления ран происходит по общему сценарию.
Для них характерно удлинение воспалительной
фазы, продолжительное персистирование нейтро-

only destroy pathogens but induce additional tissue
damage [4]. Macrophages perform several functions in
the process of wound healing. In the early stages they
synthesize cytokines that enhance the inflammatory
response and attract additional white blood cells to
the wound. Later, macrophages contribute to resolv-
ing the inflammation, clearing the wound from apop-
totic cells, primarily neutrophils [5]. 

Proliferative phase partially overlaps with in-
flammatory phase and includes (a) re-epithelialization
where the proliferation and migration of epithelial
cells occurs, and (b) formation of granulation tissue.
The primary function in the formation of granulation
tissue is fulfilled by fibroblasts, which synthesize the
primary extracellular matrix, which consists of colla-
gen, glycosaminoglycans and other proteoglycans.
Differentiation of fibroblasts into myofibroblasts is
necessary for the construction and subsequent remod-
eling of granulation tissue and scar formation [5]. My-
ofibroblasts have an increased ability to contract
which helps to tighten the edges of the wound and se-
crete enzymes that break down the primary extracel-
lular matrix (such as extracellular matrix
metalloproteases, MMPs) and synthesize extensively
a new extracellular matrix with fibers more ordered
and composed of collagen, fibronectin and other pro-
teoglycans [6]. Infiltration of growing vessels within
the granulation tissue seems to be essentially required
for wound healing [7]. Migration and proliferation of
endothelial precursor cells and endothelial cells acti-
vated by hypoxia and proangiogenic factors, such as
endothelial growth factor (VEGF), significantly con-
tribute to this stage of healing [7].

At the last phase of wound healing remodeling
occurs. Remodeling includes partial lysis of imma-
tured, wrongly oriented and excessive collagen fibers
due to MMPs excreted by macrophages, fibroblasts
and endothelial cells, with gradual (1—2 years) re-
placement by thicker fibers [3].

Impaired Wound Healing 
and Oxidative Stress

Chronic wounds are characterized by altered
changes of wound healing phases. The etiology of
chronic wounds is diverse but the vast majority is as-
sociated with insufficiency of blood vessels, diabetes
and age-related changes [8]. Elimination of factors of
alteration are considered as the main approach to
chronic wounds treatment, however, this problem re-
mains out of scope of this review. Despite different eti-
ology, the wound healing disorders occur in
accordance to common scenario. Lengthening of the
inflammatory phase, prolonged persistence of neu-
trophils, slowing down of granulation tissue forma-
tion, angiogenesis and epithelization remain the main
patterns typical for delayed wound healing [9].

Venous insufficiency remains one of the most
common causes of chronic wound appearance [10]. Al-



филов, замедление формирования грануляцион-
ной ткани, ангиогенеза и эпителизации [9]. 

Венозная недостаточность является одной из
распространенных причин возникновения хрони-
ческих ран [10]. Нарушение нормального крово-
тока, с одной стороны, приводит к затруднению
миграции клеток из кровяного русла к месту
повреждения, а, с другой стороны, способствует
постоянной гипоксии поврежденных тканей. 

Артериальная недостаточность вызывается,
как правило, эндотелиальной дисфункцией, сопро-
вождающей диабет или иные патологии, и также
может приводить к появлению ишемизированных
незаживающих ран [11]. 

Возраст является важным фактором риска
нарушения ранозаживления. Старение практиче-
ски всегда сопровождается окислительным стрес-
сом и изменениями в иммунной системе. С возрас-
том каждая фаза ранозаживления претерпевает
характерные изменения: происходит повышение
секреции воспалительных медиаторов, задержка
инфильтрации макрофагов и лимфоцитов, наруше-
ние фагоцитоза, снижение секреции факторов
роста, отсроченный ангиогенез и реэпителизация,
уменьшение скорости ремоделинга коллагена [12]. 

Важно отметить, что как гипоксия, так и
гипероксия, приводят к повышению уровня АФК
[13]. Особенно высокий уровень АФК вызывается
повторяющейся ишемией-реперфузией, характер-
ной для пролежней. 

Согласно последним данным, одной из основ-
ных причин возникновения труднозаживающих ран
является хронический окислительный стресс, при
котором уровень АФК остается высоким в течение
продолжительного времени [14]. Окислительный
стресс развивается из-за действия целого ряда фак-
торов, характерных для большинства хронических
ран: бактериального осеменения, локальной гипо-
ксии тканей и старческих изменений [1, 15, 16]. 

Для нормального ранозаживления требуется
тонкий баланс между положительной ролью АФК
и их потенциально деструктивным действием. В
тканях раневой области происходит активное обра-
зование АФК, которые выполняют как бактерицид-
ную, так и регуляторную функцию [14, 17–19].
Концентрация пероксида водорода в раневом экс-
судате на фазе воспаления достигает сотен микро-
молей на литр и затем постепенно снижается [17].
В фазе регенерации АФК в низких концентрациях
стимулируют образование грануляционной ткани
и ангиогенез [20].

После повреждения кожи микроорганизмы,
находящиеся на ее поверхности, неизбежно
попадают в ткани организма. Уничтожение микро-
организмов происходит на стадии воспаления, на
которой используется богатый арсенал системы
врожденного иммунитета. Однако, при недостаточ-
но эффективной деконтаминации, воспалительная
фаза продолжается, так как оставшиеся микроорга-

terations of normal blood flow leads to decreased mi-
gration of cells from the blood to the injury site and
increasing the constant hypoxia rate. Arterial insuffi-
ciency is due to endothelial disfunction commonly as-
sociated with diabetes and other pathologies. It also
might lead to appearance of ischemic wiuds with im-
paired healing [11]. 

Age of the patient belongs to one of key risk fac-
tors of impairment of healing process. Aging almost al-
ways is associated with increased oxidative stress and
multiple alterations of immune system. With age, each
phase of wound healing undergoes specific changes: an
increase in the secretion of inflammatory mediators, a
delay in the infiltration of macrophages and lympho-
cytes, alteration of phagocytosis, decreasing the secre-
tion of growth factors, delayed angiogenesis and
re-epithelization, and diminishing the rate of remod-
eling of collagen [12].

It is important to note that both hypoxia and hy-
peroxia lead to an increase in the level of ROS [13]. A
particularly high level of ROS is caused by repeated
ischemia-reperfusion that is a feature of bed sores.

According to recent data one of the main causes of
this problem is chronic oxidative stress with high ROS
level sustained for a long period [14]. Oxidative stress
develops due to the action of a number of factors typical
for the majority of chronic wounds: bacterial insemina-
tion, local tissue hypoxia and senile changes [1, 15, 16].

Normal wound healing requires a delicate bal-
ance between the positive role of ROS and potentially
destructive effect of ROS. In tissues surrounding the
wound region, active formation of ROS occurs, which
perform both bactericidal and regulatory functions
[14, 17—19]. The concentration of hydrogen peroxide
in the wound exudate during the inflammatory phase
reaches hundreds of micromoles and then gradually
decreases [17]. In the regeneration phase, ROS at low
concentrations stimulates formation of granulation
tissue and angiogenesis [20].

After the skin damage microorganisms located
on its surface inevitably penetrate into inner tissues.
Destruction of microorganisms occurs at the inflam-
matory phases using a vast arsenal of innate immu-
nity system. However, when decontamination is not
successful the inflammatory phase continues and re-
maining microorganisms continue to cause the pro-
duction of inflammatory cytokines (IL-1, TNF) and
chemokines. Persistence of microorganisms in the
wound may promote transition to the chronic in-
flammatory phase. It leads to an increased activity
of matrix metalloproteinases (MMPs), which de-
stroy the extracellular matrix and further interfere
with wound healing. ROS produced by immune cells
are aimed at the destruction of microorganisms,
however, when prolonged, the increased production
leads to additional tissue damage.

At the early stages of wound healing the tissues
are always found at a hypoxia state. This is due to dam-
age to blood vessels, which leads to a disruption in the
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низмы продолжают вызывать продукцию цитоки-
нов воспаления (IL-1, TNF) и хемокинов. При
достаточно долгом влиянии микроорганизмов рана
может войти в хроническую стадию воспаления,
что ведет к повышенной активности матриксных
металлопротеиназ (ММР), которые разрушают
внеклеточный матрикс и дополнительно препят-
ствуют ранозаживлению. АФК, продуцируемые
иммунными клетками, нацелены на уничтожение
микроорганизмов, однако их длительная повышен-
ная продукция приводит к дополнительному
повреждению тканей. 

На ранних стадиях раневые ткани всегда нахо-
дятся в состоянии гипоксии. Это происходит из-за
повреждения сосудов, что приводит к нарушению
кровоснабжения, а также активному потреблению
кислорода метаболически активными клетками.
Временная гипоксия после повреждения запускает
процесс ранозаживления, однако длительная или
хроническая гипоксия приводит к нарушению
этого процесса [21]. Если оксигенация раны не вос-
станавливается, то процесс ранозаживления затя-
гивается. Хронические раны всегда гипоксичны,
для них характерно пониженное парциальное дав-
ление кислорода, от 20 до 5 мм рт. ст., тогда как в
контрольных тканях это значение находится в диа-
пазоне от 50 до 30 мм рт. ст. [22]. На молекулярном
уровне гипоксия тканей приводит в первую очередь
к нарушению окислительного фосфорилирования
в митохондриях, что снижает выработку АТФ,
необходимой для осуществления практически всех
метаболических процессов в клетках [23]. В част-
ности, нехватка АТФ чревата нарушением работы
кальциевых АТФ-аз и накоплением в клетках
ионов кальция, что ведет к запуску внутриклеточ-
ных воспалительных каскадов. В результате высво-
бождаются цитокины воспаления и хемокины, при-
влекающие к месту повреждения иммунные
клетки. Длительное уменьшение количества АТФ
может приводить к дальнейшему нарушению функ-
ционирования митохондрий, повышенной продук-
ции АФК и гибели клеток и тканей. 

Кроме того, гипоксия приводит к индукции
экспрессии эндотелиальных молекул адгезии,
таких как ICAM-1, VCAM-1, которые способ-
ствуют проникновению нейтрофилов и макрофа-
гов к месту повреждения [24]. Длительная экспрес-
сия этих молекул приводит к нарушению
разрешения воспаления за счет избыточной
инфильтрации иммунных клеток. 

На гистологических срезах хронических ран
также выявляются общие закономерности. Напри-
мер, гистологическое исследование трофической
язвы нижней конечности при варикозном расши-
рении вен демонстрирует наличие утолщенного и
находящегося в состоянии гиперплазии края эпи-
дермиса, примыкающего к основанию язвы,
покрытому экссудатом, содержащим некротиче-
ский детрит [25]. Большинство хронических ран

blood supply, as well as active consumption of oxygen
by metabolically active cells. Temporary hypoxia after
damage triggers wound healing process, however, pro-
longed or chronic hypoxia disrupts this process [21]. If
the oxygenation of the wound is not restored, the
wound healing process is delayed. Chronic wounds are
always hypoxic, they are characterized by a decreased
partial oxygen pressure from 20 mm Hg to 5 mm Hg,
whereas in healthy tissues these values varies within
the range of 50 mm Hg to 30 mm Hg. [22 ]. At the mo-
lecular level, tissue hypoxia primarily leads to a sup-
pression of oxidative phosphorylation in the
mitochondria thus reducing ATP production required
for virtually all metabolic processes in cells [23].
Partcularly, the lack of ATP leads to inhibition of cal-
cium ATPase and accumulation of calcium ions in the
cells followed by the subsequent activation of intracel-
lular inflammatory cascades. As a result, inflammatory
cytokines and chemokines are released that attract im-
mune cells to the site of damage. A prolonged ATP in-
sufficiency may lead to a further mitochondrial
dysfunction resulting in increased ROS production
and death of cells and tissues.

In addition hypoxia leads to the expression of en-
dothelial adhesion molecules such as ICAM-1,
VCAM-1, that promote the penetration of neutrophils
and macrophages to the site of injury [24]. Prolonged
expression of these molecules inhibits further resolu-
tion of inflammation due to excessive infiltration of
immune cells.

Histological examination of chronic wounds re-
veals common patterns. For example, a histological ex-
amination of the trophic ulcer of the lower limb in
varicose veins demonstrates the presence of a thick-
ened and hyperplastic edge of the epidermis adjacent
to the base of the ulcer covered with exudate contain-
ing necrotic detritus. The majority of chronic wounds
are poorly vascularized, there are practically no myofi-
broblasts, but there is a large number of inflammatory
infiltrates represented mainly by neutrophils [25].

Chronic wounds are also characterized by exces-
sive accumulation and activation of mast cells (MC)
around blood vessels [26-28]. The main functions of
these cells of the immune system are associated with
allergic reactions, but MCs are also one of the key ini-
tiators and regulators of the inflammatory process. Ac-
tivation of MC is accompanied by degranulation and
release of the contents of intracellular vesicles con-
taining various inflammatory mediators, including his-
tamine, an important player in the field of
inflammation. Histamine causes an increase in the per-
meability of the vessels and edema of the surrounding
tissues, thus facilitating the migration of leukocytes to
the focus of inflammation. On the other hand, MC se-
crete VEGF a potent angiogenic factor required for
germination of the vessels into the wound tissues. In
addition, MCs participate at the final phases of wound
healing and their excessive activation can cause the
formation of hypertrophic scars.



плохо васкуляризованы, в них практически отсут-
ствуют миофибробласты, но в большом количестве
присутствует воспалительный инфильтрат, пред-
ставленный в основном нейтрофилами [25]. 

Для хронических ран также характерны избы-
точное накопление и активация тучных клеток
вокруг кровеносных сосудов [26–28]. Основные
функции этих клеток иммунной системы связаны
с аллергическими реакциями, но ТК также
являются одним из ключевых инициаторов и регу-
ляторов воспалительного процесса. Активация ТК
сопровождается дегрануляцией с последующим
выбросом во внешнюю среду содержимого внутри-
клеточных везикул, содержащих различные медиа-
торы воспаления, среди которых важнейшую роль
играет гистамин. Гистамин вызывает увеличение
проницаемости стенок сосудов и отек окружающих
тканей, способствуя тем самым миграции лейкоци-
тов в очаг воспаления. С другой стороны, ТК сек-
ретируют основной фактор роста сосудов VEGF,
способствуя прорастанию сосудов в область раны.
Кроме того, ТК участвуют в завершающих стадиях
ранозаживления и их избыточная активация
может вызывать образование гипертрофирован-
ных рубцов.

Для лечения хронических ран в клинике
недавно стали применять антиоксиданты. Недав-
нее мультицентровое двойное слепое исследование
на 200-х пациентах продемонстрировало эффек-
тивность применения пероральной смеси анти-
оксидантов, аргинина и цинка для лечения про-
лежней [29]. Еще одно двойное слепое
исследование на 20-и пациентах с нарушенным
заживлением ран показало эффективность перо-
ральной смеси антиоксидантов (витамина С, α-
токоферола, β-каротина, цинка, селена и глутами-
на) по сравнению с плацебо (мальтодекстраном).
Данные антиоксиданты способствовали скорей-
шей эпителизации раны [30]. В отечественной
литературе также описывается положительное
действие приема антиоксидантов на процесс рано-
заживления [31]. Антиоксиданты стандартно
назначаются при лечении венозных трофических
язв [32], а также при иных патологиях [33–35].

Таким образом, антиоксиданты при перораль-
ном приеме могут быть успешно использованы для
лечения труднозаживающих ран. При этом следует
отметить несколько обстоятельств. Во-первых,
количество клинических исследований перораль-
ной эффективности антиоксидантов до сих невели-
ко и требуются дальнейшие испытания. Во-вторых,
зачастую в таких исследованиях одновременно
использовалось несколько различных антиокси-
дантов, а также аминокислоты. Антиоксиданты раз-
личной химической природы могут иметь разнооб-
разные биологические активности, и их совместное
применение может приводить к разнообразным
последствиям. Аминокислота аргинин, например,
является субстратом для синтеза оксида азота II

Recently, antioxidants have been used to treat
chronic wounds in the clinic. One of recent multicen-
tre, double-blind study in 200 patients have demon-
strated the effectiveness of using an oral mixture of
antioxidants, arginine and zinc, to treat bed sores [29].
Another double-blind clinical trial in 20 patients with
impaired wound healing studied the effectiveness of
the oral antioxidant mixture (vitamin C, α-toco-
pherol, β-carotene, zinc, selenium and glutamine)
compared to placebo (maltodextran). These antioxi-
dants contributed to the early epithelization of the
wound [30]. The domestic literature also describes the
positive effect of prescribed antioxidants on the
process of wound healing [31]. Antioxidants are rou-
tinely prescribed in the treatment of venous trophic
ulcers [32], as well as in other pathologies [33–35].

Thus, when administered orally, antioxidants can
be successfully used to treat hardly healing wounds.
Several circumstances should be noted. Firstly, the
number of clinical studies of the oral effectiveness of
antioxidants is still small and further tests are re-
quired. Secondly, common for such studies, several dif-
ferent antioxidants, alone or in concert with amino
acids, are used. Antioxidants of different chemical na-
ture may have a variety of biological activities, and
their combined use causes various consequences.
Amino acid arginine, for example, is a substrate for the
synthesis of nitric oxide II (NO), which causes vasodi-
lation and has many other physiological activities in-
cluding anti-bacterial effect. Thirdly, it cannot be
ruled out that antioxidants do not reach the wound
surface in a significant amount and might act indi-
rectly, affecting the body systems. The effectiveness of
topical application of antioxidants, however, has not
been thoroughly studied. One of the limited number
of studied drugs is mexidol that has been used for the
therapy of trophic ulcers [36].

Mitochondria as a Source of ROS

NADPH oxidase is the main source of exogenous
ROS during inflammation [35, 36]. This enzyme is
present both in phagocytes, ensuring elimination of
microorganisms in the inflammatory site and in non-
phagocytic cells contributing to regulation of various
intracellular signaling pathways.In a case of oxidative
stress caused by external factors the mitochondria are
considered as the main source of endogenous ROS
[39]. The main types of ROS include hydrogen perox-
ide (H2O2), superoxide anion radical (О2�) and hy-
droxyl radical (ОH�).

Over the past few years there has been a break-
through in understanding the role of mitochondrial
ROS in various inflammatory processes. In general,
oxidative stress can cause an inflammatory response
and excessive inflammation, which in turn cause ox-
idative stress leading to damage of tissues and organs.
Such a vicious circle is described, for example, for ac-
tivation of inflammasome NLRP3. This inflammasome
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(NO), который вызывает вазодилатацию и имеет
множество других физиологических активностей,
включая антимикробное действие. В-третьих, нель-
зя исключить, что антиоксиданты не достигают
раневой поверхности в значительных количествах
и действуют опосредованно, влияя на системы
организма. При этом, эффективность местного при-
менения антиоксидантов изучена хуже. Одним из
немногих примеров является мексидол, применяе-
мый для терапии трофических язв [36]. 

Митохондрии как источник АФК 

Основным источником экзогенных АФК при
воспалении является НАДФН-оксидаза [37, 38].
Этот фермент присутствует как в фагоцитах, обес-
печивая уничтожение микроорганизмов в очаге
воспаления, так и в нефагоцитирующих клетках,
принимая участие в регуляции различных внутри-
клеточных сигнальных путей. При окислительном
стрессе, вызванном внешними окислителями,
основным источником эндогенных АФК являются
митохондрии [39]. Основными формами АФК
являются перекись водорода (H2O2), радикал
супероксид-аниона (О2�) и гидроксильный
радикал (ОH�). 

За последние несколько лет произошел про-
рыв в понимании роли митохондриальных АФК в
различных воспалительных процессах. В целом,
окислительный стресс может вызывать воспали-
тельный ответ, а избыточное воспаление, в свою
очередь, вызывает окислительный стресс, что при-
водит к повреждению тканей и органов. Такой
порочный круг описан, например, при активации
инфламмасомы NLRP3. Эта инфламмасома типич-
на для миелоидных клеток и ответственна за созре-
вание IL-1beta и IL-18. NLRP3 активируется под
действием молекулярных образов опасности
(DAMPs и PAMPs), которые в большом количе-
стве присутствуют в ранах. Недавно было обнару-
жено, что митохондриальные АФК вызывают чрез-
мерную активацию NLRP3 [40] и подавление АФК
с помощью митохондриально-направленных анти-
оксидантов снижает ее активацию [41]. 

Митохондриальные АФК также принимают
участие в патогенезе атеросклероза [42] и гипертен-
зии [43]. В развитии окислительного стресса при
ишемии-реперфузии первоочередную роль играет
выброс митохондриями супероксид-аниона [44]. 

Митохондриально-направленные
антиоксиданты

В лаборатории проф. В. П. Скулачева были
созданы новые эффективные митохондриально-
направленные антиоксиданты семейства SkQ [45].
Они состоят из антиоксидантной части (пластохи-
нона) и катиона, способного проникать через мем-
брану (рис. 1). Благодаря положительному заряду
эти соединения избирательно накапливаются в

is typical for myeloid cells and is responsible for the
maturation of IL-1 beta and IL-18. NLRP3 is acti-
vated by danger-associated and pathogen-associated
molecular patterns (DAMPs and PAMPs, respec-
tively), which are present in large amount in the
wounds. Recently, it has been found that mitochondr-
ial ROS cause excessive activation of NLRP3 [40] and
inhibition of ROS by mitochondria-targeted antioxi-
dants reduces NLRP3 activation [41].

Mitochondrial ROS also participate in the
pathogenesis of atherosclerosis [42] and hypertension
[43]. Mitochondrial release of superoxide anion is nec-
essary in the development of oxidative stress in is-
chemia-reperfusion [44].

Mitochondrially Targeted Antioxidants

New effective mitochondrial antioxidants of the
SkQ family were created in the lab of prof. V. P. Sku-
lachev [45]. They consist of an antioxidant part (plas-
toquinone) and a cation capable of penetrating through
the membrane (Fig. 1). Due to the positive charge,
these compounds selectively accumulate in the mito-
chondria, which allows them to be used at extremely
low concentrations. High efficiency of SkQ against a
wide range of pathologies has been confirmed in numer-
ous experiments on cell cultures and in vivo using ex-
perimental animal models of human diseases [46].

The key differences between the mitochondrial
antioxidants of the SkQ family (SkQs) from conven-
tional antioxidants include: 

1) SkQs are accumulating to act directly at the
site of ROS formation, in the inner membrane of the
mitochondria [45];

2) SkQs act repeatedly; upon neutralization of
ROS, the formulation is oxidized, and then restored
by the respiratory chain of the mitochondria. In con-
trast, classical antioxidants fulfill their function only
once: after oxidation, they turn into useless, or even
toxic compounds [47];

3) SkQs prevent the oxidation of cardiolipin, a
key regulator of cell apoptosis [48].

Currently available, clinically developed SkQs
formulation is represented by SkQ1-containing eye
drops (Visomitin), and this preparation has been offi-
cially registered as a drug for dry eye syndrome treat-
ment (LP-001355 from December 13, 2011). Now
SkQ1 formulation undergoes clinical trials for the
treatment of glaucoma, maculodystrophy and uveitis.

A large complex of preclinical studies of SkQ1 as
an eye drops formulation «Visomitin» has been initi-
ated that include three clinical trials in patients suf-
fering from dry eye syndrome. The lack of eye
hydration in this disease leads to damage to the
corneal epithelium. The effective restoration of the in-
tegrity of the corneal epithelium, i.e. healing of super-
ficial injuries, is an important clinically significant
parameter in the medical treatment of dry eye syn-
drome. This parameter has become a clinical target in



митохондриях, что позволяет использовать их в
крайне низких концентрациях. Высокая эффектив-
ность SkQ против широкого круга патологических
состояний была подтверждена в многочисленных
экспериментах на клеточных культурах и in vivo на
моделях заболеваний человека с использованием
лабораторных животных (см. обзор [46]). 

Ключевые отличия митохондриальных анти-
оксидантов семейства SkQ от обычных антиокси-
дантов заключается в том, что они: 

1) действуют непосредственно в месте обра-
зования АФК – во внутренней мембране мито-
хондрий [45]; 

2) действуют многократно, при нейтрализа-
ции АФК они окисляются, а затем восстанавли-
ваются дыхательной цепью митохондрий. Класси-
ческие антиоксиданты выполняют свою функцию
однократно. Окислившись, они превращаются в
бесполезные, или даже токсичные соединения [47]; 

3) предотвращают окисление кардиолипина –
ключевого регулятора апоптоза клеток [48]. 

На основе SkQ1 были созданы глазные
капли (Визомитин), данный препарат официаль-
но зарегистрирован как лекарственное средство
от синдрома сухого глаза (ЛП-001355 от 13 декаб-
ря 2011 г.), в процессе клинические испытания по
применению SkQ1 в лечении глаукомы, макуло-
дистрофии и увеита. 

Большой комплекс доклинических экспери-
ментов лекарственной формы SkQ1 – глазных
капель «Визомитин» позволил провести 3 отдель-
ных клинических исследования с участием пациен-
тов, страдающих синдромом сухого глаза. Недоста-
ток увлажненности глаза при этом заболевании
ведет к повреждению эпителия роговицы. Важным
клинически значимым параметром при медикамен-
тозном лечении синдрома сухого глаза является
эффективное восстановление целостности эпите-
лия роговицы, т.е. заживление поверхностных
повреждений. В клинических исследованиях, а
именно открытое рандомизированное российское
исследование 2-й фазы [49], мультицентровое двой-
ное слепое плацебоконтролируемое исследование
3-й фазы [50] и проведенное под эгидой управления
по санитарному надзору за качеством пищевых
продуктов и медикаментов (FDA) исследование в
США [51] показали выраженный эффект SkQ1 по
ускорению заживления ран роговицы по сравне-
нию с эффектом применения увлажняющих глаз-
ных капель того же состава, но без SkQ1. 

SkQ1 ускоряет заживление 
полнослойных кожных ран

у старых мышей

Для старых животных характерно нарушение
репарационных процессов, что приводит к удлине-
нию воспалительной фазы раневого процесса и к
значительному замедлению заживления ран. 

recent clinical trials. They included: an open, random-
ized Russian phase 2 study [49], a multicenter double-
blind placebo-controlled study of the 3rd phase [50]
and a study conducted in the United States under the
control of Food and Drug Administration, USA [51].
Trials have demonstrated a significant therapeutic ef-
fect of SkQ1 on accelerating the healing of the corneal
wounds compared to the effect of the same composi-
tion of moisturizing eye drops without SkQ1.

SkQ1 Accelerates the Healing 
of Full-Thickness Skin Lesions

in Older Mice

Old animals are characterized by impaired repair
processes leading to an elongation of the inflammatory
phase of the wound and to a significant delay in wound
healing.

In experiments with old (24 months) female
CBAxC57Bl/6 hybrids, a significant effect in wound
area reduction was observed at the early stages of heal-
ing (1—5 days) [52]. In the experimental group (n=10)
the animals orally received SkQ1 at a daily dose of 100
nmol/kg of body mass for 8 months starting from the
age of 16 month. The dynamics of wound area reduc-
tion in old mice receiving SkQ1 was almost identical
to the dynamics observed in young animals (Fig. 2, a).
Histological analysis of wounds on the 7th day showed
that in the group of young animals the damage area was
completely filled with granulation tissue, and in old
mice the centers of granulation formation were located
only along the edges of the wound (Fig. 3, a). In the
old SkQ1 mice, an abundant vascularized granulation
tissue filled almost the entire area of the wound defect.
Granulations contained more mature and regularly ori-
ented collagen fibers and less leukocyte infiltration.
The administration of SkQ1 increased the content of
myofibroblasts in the granulation tissue, which, appar-
ently, accelerated its maturation. Morphometric analy-
sis revealed a significant decrease in the volume density
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Рис. 1. Структурная формула митохондриально-направлен-
ного SkQ1 – действующего вещества глазных капель «Визо-
митин» и регенерирующего антиоксидантного гидрогеля
«Экзомитин». 
Fig. 1. Structural formula of mitochondria targeted SkQ1 — ac-
tive substance of eye drops «Visomitin» and regenerating an-
tioxidant hydrogel «Exomitin».
Примечание. Antioxidant part (plastoquinone) – антиоксидантная
часть (остаток пластохинона); Triphenylphosphonium cation – ка-
тион трифенилфосфоний.
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В экспериментах на старых (24 мес.) самках
мышей гибридов CBAxC57Bl/6 наблюдалось
значительное замедление сокращения площади
ран на ранних этапах заживления (1—5 сут.) [52].
В опытной группе (n=10) животные перорально
получали SkQ1 в суточной дозе 100 нмоль/кг веса
в течение 8 мес. начиная с 16-ти мес. возраста.
Динамика сокращения площади ран у старых
мышей, получавших SkQ1, была практически
идентична динамике, наблюдавшейся у молодых
животных (рис. 2, a). Гистологический анализ ран
на 7-е сутки показал, что в группе молодых живот-
ных область повреждения была целиком заполнена
грануляционной тканью, а у старых мышей очаги
формирования грануляций были расположены
только по краям раны (рис. 3, а). У старых мышей,
получавших SkQ1, обильно васкуляризованная
грануляционная ткань заполняла практически всю
область раневого дефекта, в ней располагались
более зрелые и регулярно ориентированные колла-
геновые волокона, реже встречались очаги лейко-
цитарной инфильтрации. Прием SkQ1 повышал
содержание миофибробластов в грануляционной
ткани, что, по-видимому, ускоряло ее созревание.
Морфометрический анализ выявил значительное
снижение объемной плотности сосудов в грануля-
ционной ткани у старых животных по сравнению с
молодыми. Значение этого показателя у старых
мышей, получавших SkQ1, достоверно повыша-
лось, и было сопоставимо с объемной плотностью
сосудов в ранах молодых животных. Этот эффект
SkQ1 во многом способствовал заполнению
поврежденной области грануляционной тканью,
поддерживая ее оксигенацию и питание. У старых
животных наблюдалось замедление эпителизации
раны, при этом SkQ1 вызвал значительное ускоре-
ние этого процесса, не влияя на толщину эпидер-
миса. Никакого эффекта SkQ1 на толщину рубца
также не было обнаружено. В целом, динамика
заживления ран у старых мышей, получавших
SkQ1, напоминала таковую у молодых животных. 

Анализ воспалительного процесса выявил
значительное усиление нейтрофильной инфильт-
рации ран у старых мышей по сравнению с моло-
дыми, а SkQ1 вызвал достоверное снижение числа
нейтрофилов. У старых животных наблюдалось
заметное снижение макрофагальной инфильтра-
ции по сравнению с молодыми на 7-е сут. заживле-
ния, а на 13-е сут. число макрофагов в ранах старых
мышей примерно в 2 раза превышало его значение
у молодых. В ранах старых мышей, получавших
SkQ1, численность макрофагов на 7-е сут. значи-
тельно возрастала и сохранялась на том же уровне
и на 13-е сут. Таким образом, полученные резуль-
таты указывали на нормализацию воспалительной
фазы заживления ран у старых животных под дей-
ствием SkQ1. 

SkQ1 ускоряет заживление полнослойных
кожных ран у мышей с диабетом 2 типа. 

of blood vessels in granulation tissue in old animals
compared to young ones. This value in the old mice re-
ceiving SkQ1 was significantly increased and was com-
parable to the bulk density of the vessels in the wounds
of young animals. This effect of SkQ1 greatly con-
tributed to the filling of the damaged area with granu-
lation tissue, supporting its oxygenation and nutrition.
In old animals, a delay in epithelialization of the wound
was observed, while SkQ1 caused significant accelera-
tion of this process, without affecting the thickness of
the epidermis. No effect of SkQ1 on the thickness of
the scar was found. In general, the dynamics of wound
healing in old mice that received SkQ1 resembled that
of young animals.

An analysis of the inflammatory process revealed
a significant increase of neutrophil infiltration in the
wounds of old mice compared to young mice, and
SkQ1 caused a significant decrease in the number of
neutrophils. Old animals showed a marked decrease in
macrophage infiltration compared to the young ani-
mals observed on the 7th day of healing, and on the 13th

Рис. 2. Влияние SkQ1 на изменение  относительной площади
раневой поверхности у мышей: старых (a) и при врожденном
диабете 2-го типа (b). Воспроизведено из [51, 52].
Fig. 2. Changes in the relative area of the wound surface in old
(a) and diabetic-prone (b) mice after SkQ1  administration. Re-
produced from [51, 52].
Note. a — old mace age is 24 months; young mace age is 6 months.
For Fig. 2, 3: * — significant difference vs. old mace group not re-
ceiving SkQ1 (a) and vs. ab/ab mace group not receiving SkQ1
(b); P<0.05; data are presented as mean ± SEM
Примечание. а — возраст старых мышей — 24  мес., молодых –
6 мес. Для рис. 2, 3: * — достоверное отличие  от значений
группы старых мышей, не получавших SkQ1 (a) и от значений
группы ab/ab мышей, не получавших SkQ1 (b), р<0,05; данные
представлены как среднее ± стандартная ошибка среднего.



Формирование незаживающих ран является
одним из основных осложнений при диабете. В
качестве модели этой патологии были использова-
ны мыши линии С57BL leprdb (db/db) с врожден-
ным диабетом 2-го типа [53]. Длительный прием
SkQ1 не снижал основных признаков диабета
(гипергликемия, ожирение, полиурия) у этих
мышей, но снижал выраженность маркеров окис-
лительного стресса. Заживление ран у диабетиче-
ских мышей было резко замедлено по сравнению с
гетерозиготными животными (С57BL lepr db/+).
Мыши опытной группы (n=8) ежедневно получали
SkQ1 перорально в дозе 250 нмоль/кг веса в сутки
в течение 12 недель, начиная с 10-недельного воз-
раста. Прием SkQ1 практически полностью норма-
лизовал заживление ран у db/db мышей (рис. 2, b).
Гистологический анализ ран выявил у db/db
мышей те же патологические изменения, что и у
старых животных. SkQ1 вызывал нормализацию
как формирования грануляционной ткани, так и
воспалительной фазы процесса. Особо ярко был
выражен эффект стимуляции ангиогенеза под дей-
ствием SkQ1. У db/db мышей не наблюдалось
заметного торможения эпителизации раны, но и в

day the number of macrophages in the wounds of old
mice was twice higher than in young mice. In the
wounds of the old mice receiving SkQ1, the number
of macrophages on the 7th day increased significantly
and remained at the same level on the 13th day. Thus,
the results demonstrate the abrogation of the inflam-
matory phase of wound healing in old animals under
the action of SkQ1.

SkQ1 Accelerates Healing 
of Full-Thickness Skin Wounds 

in Mice with Type 2 Diabetes

Non-healing wounds represent one of the major
complications in diabetes mellitus. As a model of this
pathology the C57BL leprdb (db/db) mice genetically
predisposed to type 2 diabetes development [53] were
used. Long-term administration of SkQ1 did not re-
duce the main features of diabetes in these mice (hy-
perglycemia, obesity, polyuria), but reduced the
expression of markers of oxidative stress. Wound heal-
ing in diabetic mice was significantly delayed com-
pared to heterozygous animals (C57BL lepr db/+).
Mice of the experimental group (n=8) daily received
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Рис. 3. Влияние SkQ1 на образование грануляционной ткани и эпителизацию ран у мышей: старых (a) и при врожденном диа-
бете 2-го типа (b). Воспроизведено из [51, 52].
Fig. 3. SkQ1 accelerates the formation of granulation tissue and epithelization of wounds in old (a) and diabetic-prone (b) mice.
Reproduced from [51, 52].
Note. Histological sections of the central region of wounds were stained with hematoxylin-eosin on day 7  (a, b, c) and day 13 (d, e) after
injury; the area of the granulation or scar tissue is surrounded by dotted lines. * — P<0.05.
Примечание. Гистологические срезы центральной области ран мышей окрашены гематоксилин-эозином на 7-ой (а, b, c) и 13-ый
(d, e) день после ранения; область грануляционной или рубцевой ткани обведена точечными линиями; b — площадь грануляцион-
ной ткани; с — эпителизация ран; е — образование рубцевой ткани. * — р<0,05. 
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этом случае SkQ1 заметно ускорял процесс. Ано-
мально длительная воспалительная фаза раневого
процесса продолжалась у db/db в той же степени,
что и у старых животных, а прием SkQ1 ее норма-
лизовал. Вероятно, окислительный стресс, сопро-
вождающий диабетическую патологию, во многом
определяет затрудненное заживление ран. SkQ1
значительно ускорял образование грануляционной
ткани у диабетических мышей, не вызывая при
этом гипертрофии рубцевой ткани (рис. 3, b).

Локальное введение SkQ1 ускоряет
репаративные процессы 

в полнослойных кожных ранах у крыс

В первой серии экспериментов крысам ежесу-
точно под кожу вокруг ран инъецировали 50 мкл
200 нМ раствора SkQ1. Забор материала для гисто-
логического анализа проводили через 7 часов, 1—3,
5 и 14 сут. Было обнаружено статистически значи-
мое уменьшение площади раны на пятый день экс-
перимента. Подсчет количества нейтрофилов на
ранних сроках заживления ран показал более чем
двукратное уменьшение количества нейтрофилов
через 7 час. В фазе созревания грануляционной
ткани SkQ1 вызывал 3-х кратное увеличение коли-
чества миофибробластов, экспрессирующих глад-
комышечный бета-актин [54].

Во второй серии экспериментов крысам
линии Sprague-Dawley на раны накладывали пле-
ночное покрытие «Биоплен» с 0,019 мкг SkQ1/г
пленки. Смену пленок проводили один раз в 3 дня
в течение 14 сут. Статистически значимое умень-
шение площади раны по сравнению с контролем
было обнаружено на 4-ый и 7-ой дни. Гистологиче-
ский анализ на 14-е сутки эксперимента показал,
что в затянувшихся к этому времени ранах у
животных, получавших SkQ1, содержатся более
толстые пучки коллагеновых волокон, чем в конт-
роле, что может быть связано с повышением актив-
ности миофибробластов [54].

Исследования противовоспалительного
действия SkQ1 in vivo

Для старения характерен повышенный уро-
вень системного воспаления. В экспериментах со
старыми мышами было установлено, что длитель-
ный прием SkQ1 снижает воспалительную актива-
цию эндотелия сосудов, измеренную по уровню
экспрессии молекул адгезии [55]. В модели син-
дрома острого воспалительного ответа вызванного
внутривенным введением летальных или субле-
тальных доз фактора некроза опухолей (TNF).
SkQ1 также снижал воспалительную активацию
эндотелия [56]. Интраперитонеальное введение
SkQ1 не только понижало экспрессию молекул
адгезии в эндотелии сосудов, но и предотвращало
гибель мышей в этой модели. Подавление избы-

SkQ1 orally at a dose of 250 nmol/kg of weight per
day for 12 weeks, starting at 10 weeks of age. SkQ1 al-
most completely normalized wound healing in db/db
mice (Fig. 2, b). Histological analysis of wounds re-
vealed the same pathological changes in db/db mice
as in old animals. SkQ1 caused normalization of gran-
ulation tissue formation and abrogation of the inflam-
matory phase. SkQ1 effect of stimulation of
angiogenesis was particularly pronounced. In db/db
mice no inhibition of epithelialization of the wound
was observed but SkQ1 markedly accelerated this
process. An elongated inflammatory phase continued
in db/db to the same extent as in old animals, and the
SkQ1 administration normalized it. Probably, the ox-
idative stress accompanying diabetic pathology causes
impaired wound healing in many ways. SkQ1 signifi-
cantly accelerated the formation of granulation tissue
in diabetic mice without scar hypertrophy (Fig. 3, b).

Local Administration of SkQ1 
Accelerates Reparative Processes

in Dermal Wounds in Rats

In the first series of experiments, rats were in-
jected subcutaneously daily with 50 μl of 200 nM
SkQ1 solution in the area around the wound. Sampling
of material for histological analysis was performed after
7 hours, 1—3, 5 and 14 days. A statistically significant
reduction in wound area was observed on the 5th day
of the experiment. Counting the number of neutrophils
in the early stages of wound healing showed a more
than twofold decrease in the number of neutrophils
after 7 hours in SkQ1 treated rats. In the maturation
phase of the granulation tissue, SkQ1 caused a 3-fold
increase in the number of myofibroblasts expressing
smooth-muscle beta-actin [54].

In a second series of experiments, wounds in the
Sprague-Dawley rats were covered with «Bioplene»
film containing 0.019 μg of SkQ1/g. Change of films was
carried out once in 3 days for 14 days. A statistically sig-
nificant reduction in wound area compared to the con-
trol was detected on the 4th and 7th days. Histological
analysis on the 14th day of the experiment showed that
in the wounds that were closed by this time, the animals
receiving SkQ1 contained thicker bundles of collagen
fibers than in the control that presumably caused by an
increased activity of myofibroblasts [54].

Studies of the Anti-inflammatory Effect
of SkQ1 in vivo

Aging is characterized by an elevated level of sys-
temic inflammation. In experiments with old mice,
long-term application of SkQ1 has been shown to re-
duce inflammatory vascular endothelial activation, as
measured by the expression level of the adhesion mol-
ecules [55]. In the model of systemic inflammatory re-
sponse syndrome (SIRS) caused by intravenous
administration of lethal or sublethal doses of tumor



точной активации клеток эндотелия, по-видимому,
является основным механизмом снижения нейтро-
фильной инфильтрации ран. 

Действие SkQ1 было исследовано также в
моделях острого асептического воспаления [54]. В
первой модели воспаление индуцировали путем
введения под кожу в межлопаточной области
покровных стёкол. У мышей, которые получали
SkQ1 в дозе 250 нмоль на 1 кг массы тела ежеднев-
но с питьевой водой в течение 3 недель до опера-
ции, количество нейтрофилов в очаге воспаления,
измеренное через 12 ч после операции, снижалось
в 2 раза. Одновременно под действием SkQ1 суще-
ственно повышалось относительное содержание
макрофагов, что указывало на ускоренный переход
к макрофагальной стадии воспалительной реак-
ции. Через 2 сут нейтрофилы практически исчеза-
ли из очага воспаления, как у мышей, которые
получали SkQ1, так и в контрольной группе. На
более поздних сроках (5—14 сут) наблюдалось
накопление фибробластов в очаге воспаления, при-
чем SkQ1 существенно ускорял этот процесс.

Во второй модели в межлопаточной области
мышей формировали подкожные воздушные
мешки и через 7 сут индуцировали в них острое вос-
паление инъекцией 1% раствора каррагинана. Эта
модель является одной из общепринятых для
доклинического исследования эффективности фар-
мацевтических противовоспалительных препаратов
[57] и позволяет исследовать как клеточные, так и
экссудативные реакции в очаге подкожного воспа-
ления. У мышей, получавших SkQ1 по той же схеме,
что и в предыдущей модели, содержание клеток вос-
паления в экссудате, полученном через 4 часа после
введения каррагинана, было снижено почти в 2 раза
по сравнению с контролем [58]. Около 90% клеток
в экссудате составляли нейтрофилы. Содержание
основных про-воспалительных цитокинов TNF и
IL-6 под действием SkQ1 снижалось, но этот эффект
был небольшим. Более выраженные эффекты SkQ1
наблюдались в той же модели, но при внутрибрю-
шинном введении препарата (250 нмоль/кг массы
тела) ежедневно в течение 7 сут до индукции воспа-
ления [58]. Таким образом, SkQ1 вызывал снижение
интенсивности привлечения нейтрофилов в очаг
воспаления и, в меньшей степени, снижал продук-
цию провоспалительных цитокинов.

В модели воздушного мешка было исследова-
но содержание клеток воспаления в выстилающих
тканях. Было показано, что численность нейтрофи-
лов в верхней внутренней выстилке «воздушного
мешка» у мышей, получавших SkQ1, была снижена
в 1,5 раза по сравнению с контролем. В то же время
относительное содержание моноцитов/макрофа-
гов в выстилке у мышей, получавших SkQ1 было
достоверно выше, чем в контрольной. Эти данные
свидетельствуют о том, что SkQ1 способствует
более быстрому переключению к макрофагальной
стадии воспалительной реакции [58].

necrosis factor (TNF) SkQ1 also reduced inflamma-
tory endothelial activation [56]. The intraperitoneal
administration of SkQ1 not only reduced the expres-
sion of the adhesion molecules in the vascular en-
dothelium, but also prevented the death of mice in this
model. Suppression of excessive activation of endothe-
lial cells appears to be the main mechanism for reduc-
ing neutrophil infiltration of wounds.

The effect of SkQ1 was also investigated in mod-
els of acute aseptic inflammation [54]. In the first
model, inflammation was induced by inserting under
the skin in the interscapular region of the cover
glasses. In mice that received SkQ1 at a dose of 250
nmol per 1 kg of body mass daily with drinking water
for 3 weeks prior to surgery, the amount of neutrophils
in the inflamed area, measured 12 hours after surgery,
was reduced by a factor of 2. Simultaneously, in SkQ1
treated animals, the relative content of macrophages
significantly increased, which indicated an accelerated
transition to the macrophage stage of the inflamma-
tion. After 2 days neutrophils practically disappeared
from the inflamed area, both in mice that received
SkQ1 and in the control group. At later periods (5-14
days), the accumulation of fibroblasts in the inflamed
area was observed, and SkQ1 significantly accelerated
this process.

In the second model, subcutaneous air sacs were
formed in the interscapular region of mice and after 7
days acute inflammation was induced in the sacs by
injection of a 1% solution of carrageenan. This model
is one of the generally accepted for preclinical studies
of the effectiveness of anti-inflammatory drugs [57]
and allows to study both cellular and exudative reac-
tions in the subcutaneous inflamed area. In mice that
received SkQ1 in the same way as in the previous
model, the content of inflammatory cells in the exu-
date obtained 4 hours after the administration of car-
rageenan was reduced almost 2-fold compared to the
control [58]. About 90% of the cells in the exudate
were neutrophils. SkQ1 induced decrease in the con-
tent of the main pro-inflammatory cytokines TNF and
IL-6, but this effect was not large. More significant ef-
fects of SkQ1 were observed in the same model using
intraperitoneal administration of the drug (250 nmol
/ kg body mass) daily for 7 days before induction of
inflammation [58]. Thus, SkQ1 caused a decrease in
the intensity of neutrophil infiltration into the in-
flamed area and, to a lesser extent, reduced the pro-
duction of pro-inflammatory cytokines.

In the air sac model, the content of inflammatory
cells in the lining tissues was examined. It was shown
that the number of neutrophils in the upper inner lin-
ing of the air sac in mice receiving SkQ1 was reduced
by 1.5 times in comparison with the control. At the
same time, the relative monocyte / macrophage con-
tent in the lining in mice treated with SkQ1 was sig-
nificantly higher than in the control. These data
suggest that SkQ1 promotes faster transition to the
macrophage stage of the inflammatory response [58].
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In the same air sac model, the effect of SkQ1 on
the mast cells (MC) in the inflamed area was inves-
tigated. It was shown that the total number of MCs,
and particularly the content of degranulated TCs in
the upper inner lining tissues, was reduced in mice
that received SkQ1 with drinking water [58]. As in
the case of neutrophils, more significant effects of
SkQ1 on the content and degree of activation of MC
were observed when intraperitoneal administration
of the drug was employed [59]. In vitro studies (see
below) confirmed the suppression of MC degranula-
tion by SkQ1. These observations suggest that SkQ1
can effectively reduce MC activation in wounds,
which prevents histamine-dependent vascular per-
meability and tissue swelling.

Mechanisms of Regenerative Processes
Stimulation Induced by SkQ1

To date, it has been established that SkQ1 accel-
erates both the inflammatory phase of wound healing
and the proliferative phase. SkQ1 targets the different
cell types responsible for wound healing. Below the
main mechanisms of SkQ1 action on wound healing
using the in vitro studies data is proposed (Fig. 4).

To study the mechanisms of SkQ1 action on in-
flammatory activation of the endothelium, endothelial
cell cultures were activated by the major pro-inflam-
matory cytokine, TNF. It has been found that:

1) SkQ1 suppresses TNF-dependent expression
of the adhesion molecules and their exposure at the
cell surface. As a consequence, the adhesion of neu-
trophils to the monolayer of endothelial cells decreases
under SkQ1 action [55, 56].

2) SkQ1 suppresses TNF-dependent expression
of pro-inflammatory cytokines [55, 56].

В той же модели было исследова-
но влияние SkQ1 на содержание и
активацию тучных клеток в очаге вос-
паления. В модели воздушного мешка
было показано, что общая численность
ТК и в особенности содержание дегра-
нулирующих ТК в верхней внутрен-
ней выстилке была снижена у мышей
получавших SkQ1 с питьевой водой
[57, 58]. Как и в случае нейтрофилов,
более выраженное влияние SkQ1 на
содержание и степень активации ТК
наблюдались в той же модели, но при
внутрибрюшинном введении препара-
та [59]. Исследования in vitro (см
ниже) подтвердили подавление дегра-
нуляции ТК под действием SkQ1. Эти
наблюдения позволяют предполагать,
что SkQ1 эффективно понижает акти-
вацию ТК в ранах, что предотвращает
гистамин-зависимое повышение про-
ницаемости сосудов и отечность.

Механизмы стимуляции 
регенеративных процессов 

под действием SkQ1 

К настоящему времени установлено, что SkQ1
оказывает влияние как на воспалительную фазу рано-
заживления, так и на пролиферативную стадию.
Мишенями SkQ1 являются клетки разных типов,
ответственные за ранозаживление. Ниже представле-
ны основные результаты исследования механизмов
действия SkQ1 на заживление ран in vitro (рис. 4).

Для исследования механизмов действия
SkQ1 на воспалительную активацию эндотелия
были использованы культуры клеток эндотелия,
активированные TNF, основным провоспалитель-
ным цитокином. Было установлено, что: 

1) SkQ1 подавляет TNF-зависимую экспрес-
сию молекул адгезии и их экспозицию на поверх-
ности клеток. Как следствие, под действием SkQ1
снижается адгезия нейтрофилов к монослою кле-
ток эндотелия [55, 56].

2) SkQ1 подавляет TNF-зависимую экспрес-
сию провоспалительных цитокинов [55, 56].

3) SkQ1 предотвращает TNF-зависимое нару-
шение цитоскелета и разборку межклеточных кон-
тактов, что ведет к нарушению изолирующих
свойств эндотелия [56].

4) Противовоспалительное действие SkQ1
определяется подавлением активности транскрип-
ционного фактора NFkB, который контролирует
экспрессию молекул адгезии и ММР-9, расщеп-
ляющий основной белок межклеточных контактов
VЕ-кадгерин [56].

5) SkQ1 защищает клетки эндотелия от апоп-
тотической гибели, вызванной высокими дозами
TNF [60].

Рис. 4. Основные мишени действия SkQ1 на процесс ранозаживления. 
Fig. 4. The main targets of SkQ1 action in wound healing. 
Note. SkQ1 accelerates resolution of inflammation and promotes proliferative phase.
Explanations are given in the text.
Примечание. SkQ1 способствует разрешению воспаления и прохождению про-
лиферативной фазы. Пояснения приведены в тексте. Injury – повреждение; He-
mostasis – гемостаз; Inflammation – воспаление; Proliferation – пролиферация;
Remodeling – ремоделинг; Targets – мишени; Neutrophils – нейтрофилы;
Macrophages – макрофаги;  Mast cells – тучные клетки;  Endothelium – эндоте-
лий; Microorganisms – микроорганизмы; Fibroblasts – фибробласты; Epithelio-
cytes – эпителиальные клетки; Endothelium – эндотелий; days, months – сутки,
месяцы.



Описанное выше противовоспалительное дей-
ствие SkQ1 на эндотелий во многом объясняет сни-
жение инфильтрации нейтрофилов в раны. Однако
ускоренный переход к макрофагальной стадии вос-
палительной реакции наблюдавшийся под действи-
ем SkQ1 in vivo указывает на возможное участие
митоАФК в регуляции активности нейтрофилов и
других иммунных клеток. На иммунных клетках
человека ex vivo было установлено, что:

1) SkQ1 стимулирует как спонтанный апоп-
тоз нейтрофилов, так и, в особенности, апоптоз,
частично подавленный под действием патоген-
ассоциированных сигнальных молекул (РАМР)
[56] или сигнальных молекул, связанных с повреж-
дением (DAMP) [55].

2) SkQ1 подавляет активацию НАДФН окси-
дазы и связанный с этим окислительный взрыв при
активации нейтрофилов компонентами, имити-
рующими бактериальные патогены [56].

3) SkQ1 ингибирует экзоцитоз (дегрануля-
цию) внутриклеточных везикул при активации
нейтрофилов [56]. Сходное подавление дегрануля-
ции под действием SkQ1 наблюдалось в тучных
клетках [61].

4) Структурно сходный с SkQ1 митохондри-
ально-направленный антиоксидант MitoQ ингиби-
ровал продукцию провоспалительных цитокинов и
повышению продукции противовоспалительных
цитокинов (сдвиг к фенотипу М2) в макрофагах [41]. 

Подавление активности нейтрофилов под
действием SkQ1 может препятствовать их бакте-
рицидному действию. В тоже время установлено,
что высокие концентрации SkQ1 обладают анти-
септическим действием против широкого круга
Грам-положительных и Грам-отрицательных бак-
терий [62]. Таким образом, SkQ1 при локальном
применении может способствовать уничтожению
патогенных микроорганизмов в ране, компенсируя
недостаток нейтрофилов. 

Исследования механизмов действия SkQ1 на
прохождение пролиферативной фазы ранозажив-
ления показали, что: 

1) В культуре подкожных фибробластов
человека SkQ1 вызывает дифференцировку части
популяции (около 30%) фибробластов в миофиб-
робласты [63]. Этот эффект был связан с актива-
цией TGFβ1, основного цитокина, регулирующего
дифференцировку фибробластов. Вместе с тем
SkQ1подавляет накопление миофибробластов,
вызванное избытком TGFβ1, ингибируя TGFβ1-
зависимые сигнальные пути [63]. Эти данные соот-
ветствуют отсутствию гипертрофированных руб-
цов и иных признаков фиброза у животных
получавших SkQ1;

2) SkQ1 стимулирует подвижность фибро-
бластов в модели «раны» in vitro при гиперглике-
мии [51];

3) SkQ1 стимулирует ангиогенез in vitro бла-
годаря активации в фибробластах TGFβ1 и стиму-

3) SkQ1 prevents TNF-dependent disruption of
the cytoskeleton and disassembly of the intercellular
contacts, which leads to permeabilization of the en-
dothelium [56].

4) The anti-inflammatory effects of SkQ1 are re-
lated to inhibition of the pro-inflammatory transcrip-
tion factor NFkB, which controls the expression of the
adhesion molecules and matrix metalloprotease
MMP-9. The latter cleaves VE-cadherin, the main
protein of the intercellular contacts [56].

5) SkQ1 protects endothelial cells from apop-
totic death caused by high doses of TNF [60].

The anti-inflammatory effects of SkQ1 on the
endothelium largely explain the reduction of neu-
trophil infiltration into the wounds. However, the in
vivo SkQ1-induced accelerated transition of inflam-
mation reaction toward the macrophage stage demon-
strates the possible involvement of mitochondrial
ROS in regulation of the activity of neutrophils and
other immune cells. Experiments using human im-
mune cells ex vivo have found that:

1) SkQ1 stimulates both spontaneous apoptosis
of neutrophils and, in particular, apoptosis, partially
suppressed by PAMP [56] or DAMP [55].

2) SkQ1 suppresses the activation of NADPH
oxidase and the associated oxidative burst when neu-
trophils are activated by compounds that mimic bac-
terial pathogens [56].

3) SkQ1 inhibits the exocytosis (degranulation)
of intracellular vesicles upon activation of neutrophils
[56]. A similar suppression of the degranulation by
SkQ1 was observed in mast cells [61].

4) MitoQ, a mitochondria-targeted antioxidant
structurally similar to SkQ1, inhibited production of
pro-inflammatory cytokines and increased production
of anti-inflammatory cytokines (shift to M2-pheno-
type) in macrophages [41].

Suppression of neutrophils activity by SkQ1 can
prevent their bactericidal effect. It was found that
high concentrations of SkQ1 have an antiseptic effect
against a wide range of Gram-positive and Gram-neg-
ative bacteria [62]. Thus, local application of SkQ1
contributes to the destruction of pathogenic microor-
ganisms in the wound, compensating the deficit of
neutrophils.

Evaluation of mechanisms of SkQ1 action in the
proliferative phase of wound healing demonstrated
that:

1) In the culture of human subcutaneous fibrob-
lasts, SkQ1 causes differentiation of a part (approx.
30%) of fibroblasts toward myofibroblasts [63]. This
effect was associated with the activation of TGFβ1,
the main cytokine regulating the differentiation of fi-
broblasts. At the same time, SkQ1 suppresses the ac-
cumulation of myofibroblasts caused by an excess of
TGFβ1, inhibiting TGFβ1-dependent signaling path-
ways [63]. These data correspond to the absence of hy-
pertrophic scars and other signs of fibrosis in animals
receiving SkQ1.

82 w w w . r e a n i m a t o l o g y . c o m G E N E R A L  R E A N I M A T O L O G Y ,  2 0 1 8 ,  1 4 ;  2

DOI:10.15360/1813-9779-2018-2-69-86

Experimental  Studies  



83w w w . r e a n i m a t o l o g y . c o mG E N E R A L  R E A N I M A T O L O G Y ,  2 0 1 8 ,  1 4 ;  2

DOI:10.15360/1813-9779-2018-2-69-86

Экспериментальные исследования

ляции синтеза других факторов роста, приводящих
к ускорению роста сосудов [52].

4) SkQ1 способствует ускорению эпителиза-
ции в модели «раны» в монослое клеток имморта-
лизованной линии эпителия крысы, ускоряя миг-
рацию этих клеток к краям «раны» [54].

Заключение

Митохондрии играют определяющую роль в
формировании окислительного стресса, который
является ключевым фактором патогенеза трудно-
заживающих и хронических ран. Высокоэффек-
тивный митохондриально-направленный анти-
оксидант SkQ1 стимулирует заживление кожных
ран, действуя на воспалительную и пролифера-
тивную фазы ранозаживления в различных экс-
периментальных моделях in vivo и in vitro. Имеют-
ся основания полагать, что препараты для
локальной терапии труднозаживающих ран на
основе SkQ1 послужат эффективным средством
борьбы с длительно незаживающими ранами у
разных категорий пациентов, в том числе — при
сахарном диабете, а также у пациентов с хрониче-
скими критическими состояниями и рецидиви-
рующими инфекциями.
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2) SkQ1 stimulates the mobility of fibroblasts in
the «wound» model in vitro under hyperglycemia [53].

3) SkQ1 stimulates angiogenesis in vitro due to
activation of TGFβ1 in fibroblasts and stimulation of
synthesis of other growth factors accelerated vascular
growth [52].

4) SkQ1 promotes epithelization in the
«wound» model in the monolayer of immortalized rat
epithelial cells, accelerating the migration of these
cells to the edges of the «wound» [54].

Conclusion 

Mitochondria play a critical role in the forma-
tion of oxidative stress, which is a key factor in the
pathogenesis of wounds with impaired healing and
chronic wounds. Highly effective mitochondrial an-
tioxidant SkQ1 stimulates the healing of cutaneous
wounds by accelerating both the inflammatory and
the proliferative phases of wound healing in various
models in vivo and in vitro. Reviewed data suggest
that SkQ1-based topical drugs for the local wound
healing possess high potential to become effective
treatment for wounds with impared healing in pa-
tients suffering from diabetes, chronic critical illness
and recurring infections.
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25 декабря 2017 года на 70-м году жизни после
продолжительной болезни не стало Чурляева
Юрия Алексеевича, доктора медицинских наук,
профессора, заведующего кафедрой анестезиоло-
гии и реаниматологии Новокузнецкого государст-
венного института усовершенствования врачей –
филиала ФГБОУ ДПО Российской медицинской
академии непрерывного последипломного образо-
вания Минздрава России, Заслуженного врача РФ,
лауреата премии Правительства РФ. 

Юрий Алексеевич родился 15 декабря 1948 г.,
после окончания лечебного факультета Алтайского
государственного медицинского института в 1972
г. работал врачом участковой больницы Красноще-
ковского района Алтайского края. С 1976 г. его тру-
довой путь продолжался в городской клинической
больнице № 29 г. Новокузнецка. С 1979 по 1981 гг.
обучался в клинической ординатуре на кафедре
анестезиологии и реаниматологии Новокузнецкого
государственного института усовершенствования
врачей (ГИДУВа), после окончания которой вновь
начал трудится в вышеуказанной больнице. Здесь
он вырос от рядового врача анестезиолога-реани-
матолога до заведующего отделением (1984 г.)
крупной клинической больницы, кандидата меди-
цинских наук (1987 г.), доктора медицинских наук
(1997 г.). В 1998 г. Ю. А. Чурляев избран заведую-
щим кафедрой анестезиологии и реаниматологии
Новокузнецкого ГИДУВа, в 1999 г. утвержден в
звании профессора. Прекрасный организатор, про-
фессор Ю. А. Чурляев в этом же году прошел по
конкурсу на должность директора и возглавил
Филиал научно-исследовательского института
общей реаниматологии Российской академии
медицинских наук. 

Юрий Алексеевич был известным высококва-
лифицированным грамотным анестезиологом-реа-
ниматологом, педагогом и ученым Кузбасса.
Основными направлениями научной деятельности
Чурляева Ю. А. были исследования фундамен-
тальных основ критических состояний шахтеров,
патогенеза критических, терминальных и постреа-
нимационных состояний у шахтеров. Большой
вклад Ю. А. Чурляев внес в исследования и разра-
ботку организационных и анестезиолого-реанима-
тологических проблем, касающихся шахтной трав-
мы. Стараниями Юрия Алексеевича филиал
научно-исследовательского института общей реа-
ниматологии был головным учреждением Кузбас-

са по вопросам анестезиологии-реаниматологии,
из стен которого вышли многие видные руководи-
тели здравоохранения области и просто грамот-
ные, и высокопрофессиональные врачи анестезио-
логи-реаниматологи.

Профессор Чурляев был не только врачом,
педагогом и ученым, но и прекрасным организато-
ром здравоохранения, он умел налаживать отлич-
ные деловые отношения, способствующие эффек-
тивному решению задач стоящих перед клиникой
и службой анестезиологии-реаниматологии города
Новокузнецка. По инициативе Юрия Алексеевича
в структуре филиала НИИ общей реаниматологии
имени В. А. Неговского были созданы отделение
нейрореанимации, на базе Городской клинической
больницы № 29 и клиника анестезиологии и реа-
ниматологии. Позже были открыты отделения реа-
нимации и интенсивной терапии на базе городской
клинической больницы №1. Результаты научных
исследований профессора Ю. А. Чурляева внедре-
ны в практическое здравоохранение в лечебных
учреждениях Кузбасса. 

Профессор Чурляев Ю. А. имел большой опыт
педагогической работы – под его руководством
сотрудники кафедры анестезиологии и реанимато-
логии Новокузнецкого ГИДУВа вели большую
педагогическую, научную, организационную работу
по вопросам анестезиологии и реаниматологии. Им
создана большая школа клинических анестезиоло-
гов-реаниниматологов, изучающих механизмы раз-
вития критических состояний у шахтеров и разраба-
тывающих новые методы коррекции у них тяжелых
нарушений гомеостаза с применением современных
технологий. Под руководством и при консультации
профессора Ю. А. Чурляева защищено 22 кандидат-
ские и 5 докторских диссертаций. Его ученики воз-
главляют отделения анестезиологии-реаниматоло-
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Памяти профессора
Ю. А. Чурляева 

In Memory of Professor
Yury A. Churlyaev
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гии городских клинических больниц № 1, 2, 7, 29
города Новокузнецка, областной больницы г. Кеме-
рово, в ФГБУ «Новокузнецкий научно-практиче-
ский центр медико-социальной экспертизы и реаби-
литации инвалидов» Минтруда России, кафедру
анестезиологи и реаниматологии ФГБОУ ВПО
«Кемеровский государственный медицинский уни-
верситет» Минздрава России. 

Ю. А. Чурляев проводил большую научно-
организационную и общественную работу: он был
членом ученого совета НИИ общей реаниматологии
имени В. А. Неговского, членом диссертационного
совета по защите докторских и кандидатских дис-
сертаций по специальностям «Анестезиология и
реаниматология» и «Патологическая физиология»
при НИИ общей реаниматологии им. В. А. Негов-
ского, членом национального совета по реанимации,
членом Европейского совета по реанимации. С 2005
года Юрий Алексеевич был членом редколлегии
журнала «Общая реаниматология». Журнал входит
в перечень ВАК России периодических научных и
научно-технических изданий, рекомендованных для
публикаций основных результатов диссертаций на
соискание ученой степени доктора или кандидата
наук, индексируется в Scopus, РИНЦ, Index Coper-
nicus International PLC.

Профессор Чурляев Юрий Алексеевич автор
более 40 патентов на изобретения и порядка 400
научных работ, в том числе ряда учебников и моно-
графий.

Профессор Ю. А. Чурляев многократно высту-
пал с докладами и лекциями на конгрессах, съездах,
конференциях, симпозиумах за рубежом и в нашей
стране. 

Труд Юрия Алексеевича Чурляева отмечен в
2001 г. наградой Губернатора Кемеровской обла-
сти, А. Г. Тулеева – медалью «За особый вклад в
развитие Кузбасса» III степени. В 2002 г. ему при-

своено почетное звание «Заслуженный врач РФ».
В 2005 г. он награжден медалью «За служение Куз-
бассу». Юрий Алексеевич неоднократно был отме-
чен администрацией Новокузнецка и Кемеровской
области, как один из преуспевающих руководите-
лей и организаторов здравоохранения: два благо-
дарственных письма от Администрации Кемеров-
ской области (1998, 2004 гг.), почетные грамоты от
администрации Кемеровской области (2000 г.),
Департамента науки и высшей школы Кемеров-
ской области (2002 г.), администрации города
Новокузнецка (2000 г.) и управления здравоохране-
ния Администрации города Новокузнецка (2003 г.).
В 2010 году совместно с коллективом коллег стал
Лауреатом премии Правительства Российской
Федерации в области науки и техники «за повы-
шение эффективности диагностики и лечения ост-
рого респираторного дистресс-синдрома (ОРДС)
на основе разработки и внедрения новейших меди-
цинских технологий».

Высокий профессионализм, ответственность,
чуткое, доброе отношение к людям, интеллигент-
ность, скромность и порядочность снискали Юрию
Алексеевичу заслуженный авторитет среди коллег,
учеников и благодарных пациентов. 

Ушел из жизни замечательный Человек,
Врач, Ученый и Педагог. Светлая память о нем
навсегда останется в сердцах всех знавших Юрия
Алексеевича. 

Редакция журнала «Общая реаниматология»,
коллектив Института общей реаниматологии
имени В. А. Неговского ФНКЦ РР, сотрудники
кафедры анестезиологии-реаниматологии Новокуз-
нецкого государственного института усовершен-
ствования врачей, друзья и коллеги выражают
искренние соболезнования родным, близким Юрия
Алексеевича Чурляева и скорбят вместе с ними.



89w w w . r e a n i m a t o l o g y . c o mG E N E R A L  R E A N I M A T O L O G Y ,  2 0 1 8 ,  1 4 ;  2

Хроника

22 февраля 2018 года на 86-ом году ушла из
жизни видный ученый, талантливый педагог доктор
медицинских наук, Почетный профессор Воронеж-
ского государственного медицинского университета
им. Н. Н. Бурденко Шаповалова Нина Владимиров-
на. Она стояла у истоков становления анестезиоло-
го-реанимационной службы Воронежской области и
по праву считается одним из ее основоположников.

Нина Владимировна родилась 30 ноября 1932
года в Новохоперске в семье служащих. В 1950 г.,
окончив с серебряной медалью школу, поступила в
Воронежский государственный медицинский
институт им. Н. Н. Бурденко. С 3 курса она начала
активно заниматься в научном студенческом круж-
ке на кафедре госпитальной хирургии под руковод-
ством профессоров В. П. Радушкевича и Б. Ф. Див-
ногорского. Сначала она была старостой кружка, а
затем председателем научного студенческого обще-
ства. Все свободное от занятий время она отдавала
работе в хирургическом кружке, часами занима-
лась в экспериментальной лаборатории.

На заре ее научной деятельности основными
направлениями исследований стали проблема
тяжелой травмы и оказание помощи больным,
находящимся в критическом состоянии. Еще буду-
чи студенткой, она опубликовала результаты своих
первых исследований в клинике и эксперименте.
Участвовала, выступая с научным докладом, на
одном из юбилейных заседаний научного студен-
ческого общества в Минском государственном
медицинском институте.

По окончании института (1956 г.) Н. В. Шапо-
валова — ординатор, а затем заведующая отделени-
ем травматологии и ортопедии Воронежской
областной клинической больницы. И вновь прак-
тическую деятельность она умело сочетает с
научными изысканиями. В 1964 г. успешно закан-
чивает клинико-экспериментальные исследования
и защищает кандидатскую диссертацию «Заполне-
ние костных полостей синтетическим аллопластом
поролоном», выполненную под руководством про-
фессора В. П. Радушкевича.

С 1972 г. Нина Владимировна переходит на
работу в Воронежский государственный медицин-
ский институт им. Н. Н. Бурденко ассистентом
кафедры госпитальной хирургии, затем травматоло-
гии и ортопедии, а с 1973 г. она становится доцентом
кафедры анестезиологии и реаниматологии, воз-
главляемой профессором Л. Ф. Косоноговым.

Период ее творческого расцвета совпал со вре-
менем руководства кафедрой госпитальной хирур-
гии видным ученым, заслуженным деятелем науки
Российской Федерации, доктором медицинских
наук, профессором В. П. Радушкевичем. Именно его
она с гордостью считает своим первым учителем.
Ему принадлежала идея использования вспомога-
тельного кровообращения в комплексном лечении
тяжелого травматического шока. Сформировался
коллектив хирургов, анестезиологов-реаниматоло-
гов, который начал экспериментальные исследова-
ния по этой сложной и актуальной проблеме. Но, к
великому сожалению, именно в этот момент уходит
из жизни профессор В. П. Радушкевич.

Клинико-экспериментальные исследования
по проблеме тяжелого травматического шока про-
должаются под руководством заведующего кафед-
рой анестезиологии и реаниматологии профессора
Л. Ф. Косоногова, заслуженного деятеля науки
Российской Федерации, талантливого клинициста,
педагога и ученого. Идея использования гиперба-
рической оксигенации в комплексной терапии
шока принадлежала заведующему кафедрой пато-
логической физиологии, заслуженному деятелю
науки РСФСР, профессору А. Н. Леонову, автору
адаптационно-метаболической теории лечебного
действия ГБО. В результате большого и кропотли-
вого труда в 1988 г. Н. В. Шаповалова защитила
докторскую диссертацию «Вспомогательное кро-
вообращение и гипербарическая оксигенация в
комплексном лечении тяжелого травматического
шока» во Всесоюзном научном центре хирургии
им. академика Б. В. Петровского.

С 1989 г. Н. В. Шаповалова — заведующая кур-
сом анестезиологии и реаниматологии факультета
усовершенствования врачей. Через 3 года в 1992 г.
курс трансформировался в кафедру анестезиологии

Памяти профессора 
Н. В. Шаповаловой 

In Memory of Professor 
Nina V. Shapovalova
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Chronicles

и реаниматологии ФУВ (сегодня это Институт
дополнительного профессионального образования).
Кафедрой Нина Владимировна руководила 18 лет. 

Обладая незаурядными организаторскими
способностями в течение 10 лет Н. В. Шаповалова
работала деканом факультета усовершенствования
врачей. Вклад ее в становление и развитие факуль-
тета был весьма значим. Факультет представлял
одно из мощных учебных подразделений Воронеж-
ской государственной медицинской академии (в
настоящее время – университет), имеющее хорошо
оснащенную производственную базу.

При активном взаимодействии с практиче-
ским здравоохранением к педагогическому процес-
су охотно привлекались его лучшие представители.
Кадровый состав пополнялся новыми докторами
наук. Достаточно сказать, что в течение 5 лет была
защищена двадцать одна докторская диссертация,
опубликовано 15 монографий. 

Тематическое усовершенствование и перепод-
готовка специалистов проводилась по шестидесяти
трем специальностям. Ежегодно факультет выпус-
кал более шести тысяч слушателей. И это были не
только врачи из областей Черноземья, но и из
Челябинска, Оренбурга, Волгограда, Ростова и
других городов. В общем, факультет был готов к
тому, чтобы трансформироваться в Институт
дополнительного профессионального образования,
что и произошло в январе 2006 года.

Активную научную деятельность Нина Вла-
димировна совмещала с организаторской работой.
Ею, совместно с учениками, опубликовано более

трехсот научных работ в местных, центральных
изданиях, за рубежом – доклады на международ-
ных форумах в Москве, Бухаресте, Риме. Кроме
того, опубликовано шесть монографий, одна из
которых «Вспомогательное кровообращение и ГБО
при тяжелом травматическом шоке».

Под ее руководством защищено 28 кандидат-
ских и 3 докторских диссертации. Она была членом
диссертационного совета по анестезиологии и реа-
ниматологии при Воронежской государственной
медицинской академии, членом проблемной комис-
сии «Экстремальные и терминальные состояния»,
членом редакционного совета центрального научно-
практического журнала «Общая реаниматология».

Жизненный путь Нины Владимировны был
насыщен большим количеством ярких событий и
свершений. Она была выдающейся, незаурядной
личностью, наставником, воспитавшим целую
плеяду врачей, научных работников, а самое глав-
ное, достойных людей. Нину Владимировну цени-
ли сотрудники за педагогический талант, деловые
качества и умение добиваться поставленных целей,
а родные и близкие – за заботу, ласку, доброту и
терпимость. Память о ней навсегда останется в
сердцах коллег, дочери и внуков. «Смерть тех, кто
творит бессмертные дела, всегда преждевременна».

Редакция журнала «Общая реаниматология»,
коллектив Института общей реаниматологии им.
В. А. Неговского ФНКЦ РР, друзья и коллеги Нины
Владимировны выражают искренние соболезнова-
ния ее родным и близким и скорбят вместе с ними.
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Правила для авторов

Информация для авторов журнала «Общая реаниматология»

Правила подготовки, подачи и публикации рукописи, дополненные в соответствии 
с рекомендациями АНРИ (Ассоциации Научных Редакторов и Издателей, РФ) 

и ICMJE (International Committee of Medical Journal Editors) для научных изданий, 
входящих в международные базы данных, в редакции от 17.02.2017 г.

Information for English�Speaking Authors

Requirements for publication in the journal General Reanimatology based 
on «International Committee of Medical Journal Editors. Recommendations for the Conduct, 

Reporting, Editing and Publication of Scholarly Work in Medical Journals», 
which is available at http://www.ICMJE.org.

Пра во вые ас пек ты пуб ли ка ции ру ко пи си
Ус ло вия пуб ли ка ции ру ко пи си
— Ру ко пи си пуб ли ку ют ся при обя за тель -

ном со блю де нии ав то ром эти ки и пра вил пуб ли -
ка ции (по дроб нее на сай те жур на ла:
www.reanimatology.com).

— Ру ко пи си пуб ли ку ют ся с со блю де ни ем
норм ав торско го пра ва и кон фи ден ци аль но го от но -
ше ния к пер со наль ным дан ным ав то ров.

— Ру ко пи си пуб ли ку ют ся бес плат но.
— Ру ко пи си, при ня тые в жур нал, про хо дят

ре цен зи рова ние на ори ги наль ность, этич ность, зна -
чи мость, адек ват ность ста ти с ти че с кой об ра бот ки
дан ных на ус ло ви ях кон фи ден ци аль но с ти за ис -
клю че ни ем вы яв ле ния фаль си фи ка ции дан ных.

— Ред кол ле гия ос тав ля ет за со бой пра во со -
кра щать и ре дак ти ро вать ру ко пи си.

При чи ны сня тия с пе ча ти и за держ ки пуб ли -
ка ции ру ко пи си

— Ру ко пи си, не со от вет ст ву ю щие про фи лю
жур на ла, не при ни ма ют ся.

— Ру ко пи си, ра нее опуб ли ко ван ные, а так же
на правлен ные в дру гой жур нал или сбор ник, не
при ни ма ют ся.

— За не кор рект ное оформ ле ние и не до сто -
вер ность пред став ля е мых биб ли о гра фи че с ких дан -
ных ав то ры не сут от вет ст вен ность вплоть до
сня тия ру ко пи си с пе ча ти.

— На ру ше ние пра вил оформ ле ния ру ко пи си,
не своевре мен ный, а так же не адек ват ный от вет на
за ме ча ния ре цен зен тов и на уч ных ре дак то ров при -
во дят к за держ ке пуб ли ка ции до ис прав ле ния ука -
зан ных не до стат ков. При иг но ри ро ва нии
за ме ча ний ре цен зен тов и на уч ных ре дак то ров ру -
ко пись сни ма ет ся с даль ней ше го рас смо т ре ния.

— Ру ко пи си от кло нен ных ра бот ре дак ци ей
не воз враща ют ся.

Ин те ре сы сто рон: Ав тор/Ре дак ция
Ре дак ция ос тав ля ет за со бой пра во счи тать,

что ав то ры, пре до ста вив шие ру ко пись для пуб ли -
ка ции в жур нал «Об щая ре а ни ма то ло гия», со глас -
ны с ус ло ви я ми пуб ли ка ции и от кло не ния
ру ко пи си, а так же с пра ви ла ми ее оформ ле ния.

Ре дак ция ос тав ля ет за со бой пра во счи тать,
что ав тор, от вет ст вен ный за пе ре пи с ку с ре дак ци ей,
вы ра жа ет по зи цию все го ав тор ско го кол лек ти ва.

Ав тор по лу ча ет ин фор ма ци он ные эле к трон -
ные пись ма обо всех эта пах про дви же ния ру ко пи -
си, вклю чая уве дом ле ние о не со от вет ст вии
ру ко пи си про фи лю жур на ла и пра ви лам оформ -
ле ния; тек с ты ре цен зий; ре ше ние ред кол ле гии о
пуб ли ка ции или от кло не нии ру ко пи си; вер ст ку
от ре дак ти ро ван но го ва ри ан та ру ко пи си для по лу -
че ния ав тор ско го до пу с ка к пе ча ти. До пол ни тель -
ную ин фор ма цию о про дви же нии ру ко пи си ав тор
мо жет по лу чить по ад ре су: journal_or@mail.ru;
www.reanimatology.com.

Га ран тии Ав то ра
Пре до став лен ная в ре дак цию ру ко пись пол�но -

с тью ори ги наль на. Ис поль зо ва ние лю бых ма те ри а лов
дру гих ав то ров до пу с ка ет ся толь ко с их раз ре ше ния
и при обя за тель ной ссыл ке на этих ав то ров.

Спи сок ав то ров со дер жит толь ко тех лиц, ко -
то рые вне сли ощу ти мый вклад в кон цеп цию, про -
ект, ис пол не ние или ин тер пре та цию за яв лен ной
ра бо ты, то есть тех лиц, ко то рые со от вет ст ву ют
кри те ри ям ав тор ст ва.

Ру ко пись не со дер жит ма те ри а лов, за пре щен -
ных в от кры той пе ча ти дей ст ву ю щим за ко но да -
тель ст вом Рос сии.

Га ран тии ре дак ции
Лю бые ру ко пи си, по лу чен ные ре дак ци ей для

ре цен зи ро ва ния, бу дут вос при ни мать ся как кон -
фи ден ци аль ные до ку мен ты. Они не мо гут быть по -
ка за ны дру гим ли цам и об суж де ны с ни ми, за
ис клю че ни ем лиц, упол но мо чен ных ре дак ци ей.

Не о пуб ли ко ван ные ма те ри а лы, на хо дя щи е ся
в пре до став лен ной ста тье, не бу дут ис поль зо ва ны в
соб ст вен ном ис сле до ва нии на уч но го ре дак то ра и
ре цен зен тов без пись мен но го раз ре ше ния ав то ра.

Ре цен зент не бу дет до пу щен к рас смо т ре -
нию ру ко пи си, ес ли име ет ме с то кон фликт ин те -
ре сов в его кон ку рент ных, парт нер ских ли бо
дру гих от но ше ни ях с кем�ли бо из ав то ров, ком -
па ний или ор га ни за ций, свя зан ных с ма те ри а лом
пуб ли ка ции.
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Information for  the Authors

Конфликт интересов сторон: Автор/Редакция
Конфликт интересов сторон Автор/Редак-

ция решается путем переговоров сторон в соответ-
ствии с действующим законодательством РФ и
международными нормативно-правовыми акта-
ми, регулирующими публикацию рукописей в ме-
дицинских журналах.

Согласие или несогласие на публикацию от-
редактированного варианта рукописи выражается
в электронном письме автора, ответственного за
переписку с редакцией. 

Формы письма:
1) Авторы не имеют замечаний после озна-

комления с версткой и согласны на публикацию
материала в представленном виде.

2) Авторы согласны на публикацию мате-
риала после внесения в верстку следующих правок
и/или замечаний (далее следует перечень).

3) Авторы не согласны на публикацию мате-
риала в представленном виде в связи… (объяснение
причины отказа).

Редакция и издательство не несут ответ-
ственности за мнения, изложенные в публикациях,
а также за содержание рекламы.

Сроки продвижения рукописи
— Экспертиза на соответствие профилю

журнала и правилам оформления — не более 3-х
рабочих дней с момента поступления рукописи в
редакцию.

— Рецензирование — не более 20-и рабочих
дней с момента электронной отправки рецензенту
рукописи.

— Ответ автора рецензентам — не более 7-и
рабочих дней с момента электронной отправки
автору рецензии.

— Заседание редколлегии — 1 раз в 2 месяца не
позднее, чем за 1 месяц до выпуска тиража журнала.

— Оповещение автора о решении редколле-
гии и ознакомление с версткой отредакти-
рованного варианта — не позднее 3-х рабочих дней
с момента выхода соответствующей информации.

Отправка материалов для публикации
Материалы для публикации на русском и

английском языках следует направлять в виде
электронных файлов на сайт журнала: www.reani-
matology.com, или по адресу редакции:
journal_or@mail.ru. Формат подписи файлов: фа-
милия первого автора, обозначение материала
(текст, иллюстрации и др.), дата (число, месяц,
год). Внимание: полностью автоматизированный
перевод с русского языка на английский имеет
низкое качество и не принимается. НКО Фонд
«Медицина критических состояний» оказывает
содействие в переводе материалов для публика-
ции с русского языка на английский (справки по
адресу редакции: journal_or@mail.ru).

Материал статей включает: 1) титульный лист;
2) резюме и ключевые слова; 3) полный текст
рукописи с подписями всех авторов, под-

тверждающими участие в выполнении представ-
ляемой работы и удостоверяющими согласие с
содержанием рукописи (в виде скана страницы); 4)
таблицы и иллюстрации (графики, диаграммы,
фотографии, рисунки и т. п.) с номером, названием
и примечанием; 5) библиографический список;
6) сопроводительное письмо на русском языке на
имя главного редактора журнала, подписанное ру-
ководителем учреждения, в котором выполнена
работа.

Форма сопроводительного письма
Главному редактору журнала 

«Общая реаниматология»
Заслуженному деятелю науки России, 

член-корреспонденту РАН, профессору 
В. В. Морозу 

Просим рассмотреть вопрос о публикации ...
(вид рукописи; Фамилии, Имена, Отчества всех
авторов; название рукописи).

Авторы рукописи ознакомлены с Информа-
цией для авторов, предоставленной редакцией журна-
ла «Общая реаниматология», и согласны с правилами
подготовки, подачи и публикации рукописи.

Данная рукопись не дублирует предыдущие
публикации, в ней не затрагиваются интересы
третьих сторон и не нарушаются этические нормы
публикации.

Ответственный за переписку с редакцией:
Имя, Отчество, Фамилия одного из авторов
рукописи, e-mail, телефон.

Подпись руководителя учреждения. 
Сопроводительное письмо должно быть на-

печатано на бланке учреждения, в котором выпол-
нена работа.

Требования к печати
Вид: ориентация книжная, выравнивание по

ширине, формат А4.
Шрифт: Times New Roman 12-го размера

черного цвета. 
Интервалы и отступы: межстрочный интер-

вал в тексте — 1,5; межстрочный интервал в подпи-
сях к таблицам и иллюстрациям, в примечаниях —
1; интервал до и после абзаца — нет; отступ первой
строки — 1,25 см; поля — 2,5 см со всех сторон.

Нумерация страниц: в правом нижнем углу. 
Формат файлов: текст, таблицы, подписи к

таблицам и иллюстрациям — Word; графики, диа-
граммы — Exel; рисунки — jpeg; фотографии — вы-
сокого разрешения, сохраненные в любом формате. 

Рекомендуемое разрешение при сканировании:
изображения с использованием линий и рисунки —
1200 dpi; фотографии, радиографии — не менее
300 dpi; фотографии, радиографии с текстом — не
менее 600 dpi. 

Единицы измерения должны соответствовать
Международной системе единиц (СИ), темпе-
ратура — шкале Цельсия. 

Далее см. www.reanimatology.com






