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История авиационной физиологии
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Аннотация. Актуальность. В изучении истории медицинских и биологических дисциплин важную часть состав-
ляет выявление этапов их становления и развития. В связи с этим представляется важным сделать историко-научный 
аналитический обзор развития представлений об авиационной физиологии, охватывающий разные этапы истории науки 
и отражающий вклад исследователей разных регионов, который будет полезным для преподавания историко-научных 
и специальных дисциплин, а также для исследователей, занимающихся изучением авиационной физиологии. Необходимость 
понимания того, как функционирует организм человека в полете, возникла вместе с развитием воздухоплавания. Статья 
посвящена анализу основных этапов развития авиационной физиологии. Цель исследования — дать характеристику 
этапам становления и развития авиационной физиологии. Методы исследования. При подготовке настоящей публика-
ции использовались преимущественно статьи в изданиях, включенных в РИНЦ, PubMed, Scopus. Предпочтение было 
отдано материалам, опубликованным в последние 15 лет. Основные результаты заключаются в представлении этапов 
развития авиационной физиологии с описанием вклада основных исследователей в этой области. Проанализированы 
достижения отечественных учёных, врачей, физиологов И.М. Сеченова, Л.А. Орбели, Г.М. Зараковского, представлены 
их научные приоритеты в развитии данного научного направления. В заключении представлен вывод о процессе 
становления и развития авиационной физиологии как направления медико-биологических знаний. До появления 
авиации (XIX век) происходило исследование гипоксии при изучении полетов на воздушных шарах. С появлением 
скоростных и маневренных самолетов авиационная физиология начала изучать реакцию организма на перегрузки, 
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вызванные высокоманевренными полетами. Выводы. В развитии авиационной физиологии можно условно выделить 
два этапа. 1. Доавиационный, в рамках которого происходит зарождение этой области медико-биологических знаний. 
2. Авиационный, на данном этапе у ученых появилась возможность исследовать множественные и разнонаправленные 
перегрузки и влияние их на организм человека. В настоящее время авиационная физиология является одним из важных 
разделов физиологии, а также авиационной и космической медицины.

Ключевые слова: история науки, история медицины, история физиологии, авиационная физиология
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Abstract. Relevance. In studying the history of medical and biological disciplines, an important part is the identification 
of the stages of their formation and development. In this regard, it seems important to make a historical and scientific analytical 
review of the development of ideas about aviation physiology, covering different stages of the history of science and reflecting the 
contribution of researchers from different regions. It will be useful for teaching historical and scientific and special disciplines, 
as well as for researchers involved in the study of aviation physiology. The need to understand how the human body functions in 
flight arose along with the development of aeronautics. The study is devoted to the analysis of the main stages in the development 
of aviation physiology. The purpose of the study – to characterize the stages of formation and development of aviation physiology. 
Research methods. In preparing this publication, articles in publications included in the RSCI, PubMed, and Scopus were mainly 
used. Preference was given to materials published in the last 15 years. The main results present the stages of development of 
aviation physiology with a description of the contribution of the main researchers in this field. The achievements of domestic 
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scientists, doctors, physiologists I.M. Sechenov, L.A. Orbeli, G.M. Zarakovsky are analyzed, their scientific priorities in the 
development of this scientific direction are presented. The process of formation and development of aviation physiology as 
a direction of biomedical knowledge is presented. Before the advent of aviation (19th century), hypoxia was studied in the study of 
balloon flights. With the advent of high-speed and maneuverable aircraft, aviation physiology began to study the body’s response 
to overloads caused by highly maneuverable flights. Conclusion. The development of aviation physiology can be divided into 
two stages. 1. Pre-aviation, within which the emergence of this area of medico-biological knowledge takes place. 2. Aviation, 
at this stage scientists have the opportunity to study different multidirectional overloads and their effect on the human body. 
Currently, aviation physiology is one of the important branches of physiology, aviation and space medicine.
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Введение
Необходимость понимания того, как функцио-

нирует организм человека в полете, возникла вместе 
с развитием воздухоплавания. В изучении истории 
медицинских и биологических дисциплин важную 
часть составляет выявление этапов их становления 
и развития. В связи с этим представляется важным 
сделать историко-научный аналитический обзор 
развития представлений об авиационной физиоло-
гии, охватывающий разные этапы истории науки 
и отражающий вклад исследователей разных ре-
гионов, который будет полезным для преподавания 
историко-научных и специальных дисциплин, а так-
же для исследователей, занимающихся изучением 
авиационной физиологии.

Цель исследования — дать характеристику эта-
пам становления и развития авиационной физиологии.

Методы исследования 
При подготовке настоящей публикации ис-

пользовались преимущественно статьи в изданиях, 
включенных в РИНЦ, PubMed, Scopus. Предпо-
чтение было отдано материалам, опубликованным 
в последние 15 лет.

Результаты исследования
Французский физиолог Поль Бер (Paul Bert, 

1833–1886) написал работу, в которой установил 
понятие парциального давления кислорода как 
физиологического параметра, влияющего на ор-
ганизм. Защита человека, находящегося во время 
полета на большой высоте, учитывает это понятие, 
изменяя либо давление, окружающее тело, либо 
долю кислорода во вдыхаемых газах [1].
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В 1862 г. английские воздухоплаватель Хенри 
Трейси Коксуэлл (Henry Tracey Coxwell, 1819–1900) 
и аэронавт Джеймс Глейшер (James Glaisher, 
1809–1903) совершили подъём на воздушном шаре 
на высоту более 8800 м. Оба испытали временный 
паралич конечностей, а также слепоту. Позднее 
некоторые исследователи пытались объяснить 
это декомпрессионной болезнью (ДКБ). Другие 
предполагали, что паралич конечностей Глейшера 
и Коксуэлла и изменения зрения (слепота) вряд ли 
были вызваны ДКБ, поскольку «ДКБ спинного 
мозга крайне редко встречается у летчиков (если 
это вообще происходит)» и «визуальные изменения, 
скорее всего, были связаны с гипоксемией и/или 
гипотензией» [2].

Несмотря на опасность жизням ученых, этот 
полет способствовал росту исследовательского 
интереса к проблеме влияния изменения высоты 
и перепадов давления на организм человека.

Работы великого отечественного ученого Ивана 
Михайловича Сеченова (1829–1905) по газообмену 
и растворению газов в жидкостях заложили ос-
новы будущей авиационной, а затем космической 
физиологии и медицины. Его фундаментальные 
труды посвящены изучению взаимодействий систем 
анализаторов при решении задачи пространственной 
ориентации человека в условиях полета, разработке 
нейрогенной теории утомления [3]. Его изучение 
альвеолярного воздуха имело исключительное 
значение для возникновения и развития летного 
и водолазного дела [4]. Идеи Сеченова имели важное 
значение для дальнейших исследований по повы-
шению эффективности выполнения и безопасности 
авиационных и космических полетов.

Работы немецкого физиолога Натана Цунца 
(Zuntz Nathan, 1847–1920) охватывали широкий 
спектр областей исследований; основными на-
правлениями были метаболизм, питание, дыхание, 
газы крови, физические упражнения и физиология 
высокогорья. Цунц был первым, кто описал разницу 
между лабораторными данными, полученными в ги-
побарической камере, и измерениями на большой 
высоте. В 1902 г. он вместе со своим учеником, 
австрийским физиологом Антоном Шрёттером 

(Anton Hermann Victor Thomas Schrötter, 1870–1928), 
провел две экспедиции на воздушном шаре, которые 
ознаменовали собой переход от земной физиологии 
к авиационной медицине. Авиационный союз, армия 
и научные ведомства были тесно связаны друг с дру-
гом. В сотрудничестве с этими учреждениями Цунц 
и Шрёттер построили систему подачи кислорода 
и спроектировали герметичную кабину для полетов 
на высотах более 10 000 м [5].

В СССР в 1930 г. на базе Центральной психо-
физиологической лаборатории (ЦПФЛ) был создан 
авиационный сектор Научно-исследовательского са-
нитарного института РККА. В 1935 г. сектор преоб-
разовали в Авиационный научно-исследовательский 
санитарный институт, переименованный позднее 
в Институт авиационной медицины (ИАМ) ВВС им 
И.П. Павлова. Центр занимался решением проблем, 
связанных с обеспечением жизнедеятельности, 
работоспособности и безопасности человека во вре-
мя полета. Круг данных проблем был довольно 
широк: кислородное голодание организма человека 
и способы его профилактики и защиты летного 
состава; переносимость ускорений в зависимости 
от направления их действия; влияние факторов 
полета на функции анализаторских систем и т. д. 
Эти исследования помогли получить и обобщить 
данные о психофизиологических возможностях лет-
чиков и разработать методы их адаптации к высот-
ным полетам и перепадам давления, что особенно 
было важно в послевоенные годы, когда получила 
развитие реактивная авиация. В настоящее время 
Центр продолжает исследования психофизиоло-
гических проблем специалистов в авиационной 
сфере с целью обеспечения их профессиональной 
надежности [6].

В начале 1930‑х гг. отечественный физиолог 
Леон Абгарович Орбели (1882–1958) и его сотруд-
ники проводили исследования в области физиологии 
высотного полета, что в дальнейшем позволило стра-
тонавтам совершить в 1933 году подъем на высоту 
18600 м. Во время Великой Отечественной войны 
при кафедре физиологии Военно-медицинской 
академии была создана Лаборатория авиационной 
медицины, общее руководство которой взял на себя 
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Орбели. В этой лаборатории были осуществлены 
важные исследования по изучению влияния уско-
рений и резких изменений атмосферного давления 
на человеческий организм [7].

Норвежский врач Карл Вильгельм Сем-Якобсен 
(Carl Wilhelm Sem-Jacobsen, 1912–1991) стал пио-
нером исследований глубокой стимуляции мозга 
и аэрокосмической нейрофизиологии. Он сконстру-
ировал свои собственные медицинские технические 
устройства, одним из первых разработал глубокую 
стимуляцию мозга и создал самые миниатюрные 
из когда‑либо существовавших ранее систем записи 
ЭЭГ и ЭКГ. В главной психиатрической больнице 
Осло Сем-Якобсен организовал собственный ней-
рофизиологический институт для исследований 
в области нейрохирургии, глубоких записей мозга 
и глубокой стимуляции мозга. В сотрудничестве 
с опытными нейрохирургами Осло Сем-Якобсен 
провел самые первые испытания глубокой стиму-
ляции мозга у пациентов с болезнью Паркинсона. 
По-видимому, еще в 1950‑х гг. он уже пробовал 
применять субталамическую стимуляцию [8].

История профилактики гипоксии тесно связана 
с авиационной физиологией. Когда самолеты стали 
летать выше 3 км, гипоксия пилотов, влияющая 
на их производительность, становилась все более 
серьезной проблемой. Незадолго до Второй миро-
вой войны американские врачи Уолтер М. Бутби 
(Walter M Boothby, 1880–1953) и Уильям Рэндольф 
Лавлейс II (William Randolph Lovelace II, 1907–
1965) и американский хирург Артур Х. Булбулян 
(Arthur H. Bulbulian, 1900–1996) разработали 
специальную маску, которая должна была помочь 
преодолеть низкое парциальное давление кислорода 
во вдыхаемом воздухе [9].

Во время Второй мировой войны пилоты 
разных стран продолжали сталкиваться с про-
блемами, связанными с быстрым изменением 
высоты и перепадами давления. Описываются 
случаи преходящей слепоты. Один из пилотов 
после гипоксии был поднят на высоту 11 582 м. 
«У него появились небольшие изгибы в плечах, он 
стал невосприимчивым и нескоординированным. 
Спуск производился в течение семи минут, и он 

был сбит с толку. Примерно через пять-десять ми-
нут он пришел в сознание, но жаловался на полную 
слепоту, которая полностью прошла в следующие 
пятнадцать-тридцать минут. Фундаментальных 
изменений обнаружено не было…» Другой пилот 
пребывал примерно на той же высоте и «по-види-
мому, находился без сознания в течение двадцати 
минут. У него был крайне тяжелый шок… и он был 
слеп в течение дня, с постепенным возвращением 
зрения в течение следующих четырех суток. На по-
лях его сетчатки отмечалось заметное артериальное 
сужение» [2].

Потеря сознания у пилотов во время быстро-
го набора высоты была одной из серьезнейших 
проблем. К великому сожалению, в 1941–1942 гг. 
проводились эксперименты над пациентами, боль-
ными шизофренией с целью изучения причины 
этого явления с помощью разработанного шейного 
устройства KRA-Cuff, которое при надувании могло 
перекрыть приток крови к мозгу. При прекращении 
кровотока до 100 секунд исследователи наблюдали 
последовательность реакций, включая потерю со-
знания, за которой следовали расширенные зрачки, 
тонические/клонические движения, потеря контро-
ля над мочевым пузырем и, в итоге, опорожнение 
кишечника, а также появление патологических 
рефлексов [10].

В годы Второй мировой войны Теодор Ханнес 
Бензингер (Theodor Hannes Benzinger, 1905–1999), 
американский физиолог немецкого происхождения, 
проводил физиологические исследования (нередко 
с собственным участием) влияния быстрой деком-
прессии и связанного с ней кислородного обору-
дования во время полетов на больших высотах. 
С 1934 по 1944 г. он возглавлял авиамедицинскую 
лабораторию «EMed» в Рехлине, где сыграл важную 
роль в проведении исследований, связанных с по-
летами в стратосфере и эксперименты с быстрой 
декомпрессией на высоте до 19 000 м. (часто с его 
личным участием). Эти эксперименты внесли суще-
ственный вклад в понимание физиологии человека 
и требований жизнеобеспечения в сфере высотной 
авиации, а позднее и для работ в условиях, эквива-
лентных космическим [11].
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Американский физиолог Эрл Ховард Вуд (Earl 
Howard Wood, 1912–2009), исследовавший факторы 
потери сознания, вызванной ускорением, с которой 
сталкиваются пилоты высокопроизводительных 
самолетов, разработал приборы для измерения и ре-
гистрации артериального давления и содержания 
крови в тканях. Эти данные привели к разработке 
успешных мер противодействия потере сознания, 
вызванной ускорением, с помощью надувного «G-ко-
стюма» и маневра задержки дыхания «M1». После 
Второй мировой войны он использовал и модифици-
ровал эти инструменты и использовал методы разве-
дения индикатора путем непрерывного забора вну-
трисердечной крови, чтобы значительно повысить 
специфичность и чувствительность диагностики 
внутрисердечных анатомических и функциональных 
аномалий у пациентов с врожденными пороками 
сердца. Это способствовало значительному уве-
личению числа успешных операций на открытом 
сердце в 1950‑е гг. [12].

Уже упоминавшийся У.Р. Лавлейс II вместе 
с военным летным хирургом Доном Дэвисом 
Фликингером (Don Davis Flickinger, 1907–1997) 
предположили, что с инженерной точки зрения 
было бы более практично отправлять в космос 
не мужчин, а женщин ввиду их меньшей массы тела 
и потребности в кислороде. В 1960 г. доктор Лавлейс 
взял на себя руководство программой «Женщина 
в космосе» и начал медицинские и физиологические 
испытания ряда опытных женщин-летчиков. Тесты, 
которым подверглись эти женщины, были идентич-
ны тем, которые использовались для тестирования 
первых астронавтов программы «Меркурий», с до-
бавлением гинекологических осмотров. 13 из 19 
протестированных женщин сдали эти напряженные 
физиологические экзамены (для сравнения, среди 
протестированных мужчин сдали 18 из 32); часть 
этих пилотов была дополнительно протестирова-
на на серии психологических экзаменов, которые 
были аналогичны или, в некоторых случаях, более 
требовательны, чем те, которые проводились для 
мужчин-кандидатов на «Меркурий». Несмотря 
на эти многообещающие результаты, дальнейшие 
испытания были остановлены [13].

В 1989 г. были рассмотрены 133 случая вы-
сотной ДКБ типа II (множественные системные 
симптомы, включая неврологические проявления), 
хранящиеся в файлах Школы аэрокосмической меди-
цины ВВС США, большинство из которых (94,7 %) 
последовало за обучением в барокамере. Наиболее 
часто проявляемым симптомом было нарушение 
зрения. Были изучены 143 случая неврологической 
ДКБ типа II, также зарегистрированных в Школе 
аэрокосмической медицины ВВС США. Снова 
было выяснено, что наиболее распространенными 
неврологическими симптомами и признаками вы-
сокогорной ДКБ были визуальные изменения [2].

Отечественный специалист в области воен-
ной медицины Георгий Михайлович Зараковский 
(1925–2014) в 1965–1987 гг. возглавлял отдел психо-
физиологических исследований в Государственном 
научно-исследовательском испытательном институте 
авиационной и космической медицины. Качество 
решения задач, которые ставились перед летчиками, 
оценивались в зависимости от особенностей внима-
ния, памяти и мышления, психического состояния 
и профессионально важных качеств человека опе-
ратора. Результаты теоретических и практических 
исследований по обеспечению профессиональной 
надежности летного состава, космонавтов и авиа-
ционных специалистов, проводимых Зараковским, 
легли в основу его докторской диссертации, за-
щищенной в 1974 г. Он стал автором концепции 
управления психофизиологическим состоянием 
космонавтов в полете, разработал принципы, мето-
ды и способы поддержания их работоспособности 
и профилактики утомления [14].

С началом космических полетов перед ис-
следователями встали новые вопросы. К ним 
относятся нейровестибулярные проблемы, 
включающие укачивание в пространстве и дезо-
риентацию во время полета, а также нарушение 
баланса и нервно-мышечной координации после 
приземления; сердечно-сосудистые и жидкостные 
проблемы ортостатической гипотензии сразу после 
космического полета; изменение сердечной воспри-
имчивости к желудочковым аритмиям; снижение 
массы сердечной мышцы и снижение сердечной 
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функции; проблемы атрофии мышц, включая потерю 
мышечной массы, силы и выносливости; снижение 
минеральной плотности костей; проблемы, связан-
ные со сном, производительностью и циркадными 
ритмами; проблемы, связанные с ослаблением 
иммунитета.

Выводы и дальнейшие перспективы  
исследования

Таким образом, в развитии авиационной фи-
зиологии можно условно выделить два этапа. 1. 
Доавиационный, в рамках которого происходит 
зарождение этой области медико-биологических 
знаний. 2. Авиационный. На втором этапе у ученых 
появилась возможность исследовать множествен-
ные и разнонаправленные перегрузки и влияние их 
на организм человека.

Материалы настоящей статьи дополняют суще-
ствующие историко-биологические исследования, 
посвященные развитию представлений об авиа-
ционной физиологии. Они могут быть использо-
ваны при дальнейшем исследовании становления 
и развития авиационной физиологии, а также 
как учебно-методический материал для изучения 
в рамках дисциплин «История биологии», «История 
медицины», «Физиология».
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Abstract. Relevance. Metabolic syndrome (MetS) is existence of many abnormalities, such as abdominal obesity, hypertension, 
dyslipidemia, and glucose intolerance. The occurrence of MetS in hypertensive people is linked to poorly managed hypertension. 
One of the parameters for the diagnosis of the syndrome is the presence of increased blood pressure; nevertheless, research shows 
that MetS patients are likely to experience hypertension often. Materials and Methods. 300 metabolic subjects were selected 
from the medicine OPD as study participants based on the joint interim statement’s 2009 definition of the metabolic syndrome. 
They were divided into three groups (normotensive, pre-hypertensive, and hypertensive) based on blood pressure readings 
that met the American Heart Association’s (AHA) Asian blood pressure criteria. The following parameters were recorded for 
data collection: anthropometric (Weight, Height, Body Mass Index Waist Hip Ratio), Blood pressure, biochemical (Fasting 
blood glucose, Lipid profile parameters). Results and Discussion. According to the resting blood pressure readings, out of 300 
metabolic syndrome participants, 37 were normotensive [male (40.54 %); female (59.45 %)], 115 were pre-hypertensive [male 
(58.26 %); female (41.74 %), and 148 were hypertensive [male (52.7 %); female (47.3 %)]. In several parameters, there was no 
such significant difference between male and female participants across all groups. However, the levels of blood total cholesterol, 
triglycerides, and low-density lipoprotein were considerably greater in hypertensive and pre-hypertensive metabolic participants 
than in normotensive subjects, while the levels of high-density lipoprotein were lower. Conclusion. Study findings suggest, 
hypertension and pre-hypertension were more prevalent in the group with metabolic syndrome. Additionally, hypertensives 
have a higher chance of manifesting dyslipidemia.
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Introduction
Metabolic syndrome (MetS) is a cluster of 

several disorders, which together raise the risk of an 
individual developing atherosclerotic cardiovascular 
disease, insulin resistance, and diabetes mellitus, 
and vascular and neurological complications such 
as a cerebrovascular accident. MetS is a much larger 
problem among south Asian populations, including India, 
has incited plenty of interest over the past 3 decades [1]. 
There is an escalating age-related prevalence in both 
men and women [2]. In an international study which 
had estimated that approximately 13–15 % of the adult 
population in India is having MetS, with females being 
more affected (approximately 8–9 % among adult males 
and 18–19 % among adult females) [3]. Metabolic 
syndrome (MetS) is characterized by the simultaneous 
presence of specific abnormalities, including abdominal 
obesity, hypertension, dyslipidemia and glucose 
intolerance, leading to increased risk for cardiovascular 
events. Person having metabolic syndrome had to have 
three or more of the following cardiometabolic risk 
factors to meet the diagnosis of MetS as defined by 
joint interim statement, 2009 [4]:
I. Waist circumference more than 40 inches in men and 

35 inches in women.
II. Elevated triglycerides 150 milligrams per deciliter 

of blood (mg/dL) or greater.
III. Reduced high-density lipoprotein cholesterol (HDL) 

less than 40 mg/dL in men or less than 50 mg/dL 
in women.

IV. Elevated fasting glucose of l00 mg/dL or greater.
V. Blood pressure values of systolic 130 mmHg  

or higher and/or diastolic 85 mmHg or higher.
Metabolic syndrome is associated with development 

of cardiovascular disease. It is associated with four-
fold increase in risk of fatal coronary heart disease and 
two-fold greater risk of cardiovascular disease and all 
causes of mortality among men; even after adjusting 
for age, LDL–C, diabetes, smoking and family history 
of coronary heart disease (CHD). It is also an important 
predictor of type 2 diabetes. Patients with MS have 5 
to 9‑fold increase risk of developing type 2 diabetes 
[5]. In hypertensive individuals, the presence of MetS 
is associated with poorly controlled hypertension [6].
The presence of elevated blood pressure is one of the 
required criteria for the diagnosis of the syndrome, while 
evidence suggests that hypertension is encountered 
very often in people with MetS [7].Insulin resistance 
activates the sympathetic nervous system, upregulates 
angiotensin II receptors and reduces the synthesis of 
nitric oxide, leading to increases in heart rate and blood 
pressure [8, 9].

Materials and Methods
Design of the study

The present observational study was conducted in 
the Physiology Department of the RUHS College of 
Medical Sciences and associated hospital, Jaipur. The 
RUHS College of Medical Sciences, Jaipur, institutional 
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ethics committee granted the study its ethical approval. 
The study’s estimated sample size was 282, with 
a margin of error of +/-10 %, a sample percentage 
of 50 %, and a confidence level of 95 %. The sample 
size of the study was 300 individuals due to dropouts 
or non-responding subjects [10]. After analyzing the 
inclusion and exclusion criteria, all subjects were 
recruited from the RDBP Jaipuria hospital’s medicine 
OPD, and a written informed consent was acquired 
from each participant.

In accordance with the Joint Interim Statement from 
2009, subjects were diagnosed with metabolic syndrome 
if they exhibited three or more of the following cardio- 
metabolic risk factors [1].
(1) Waist circumference more than 40 inches in men 

and 35 inches in women.
(2) Triglycerides (TG) >150mg/dL.
(3) Reduced HDL–C  < 40mg/dL in males;  < 50 mg/dL 

in females.
(4) Elevated systolic blood pressure (SBP) >130 and/or 

diastolic blood pressure (DBP) >85mmHg.
(5) Elevated fasting plasma glucose (FPG) >100 mg/dL) 

between 18–60 years age group of either sex.
The study excluded patients with cardiac 

conditions (myocardial ischemia, cardiomyopathy, 
and atherosclerosis), respiratory, musculoskeletal, 
and renal problems, as well as pregnant and lactating 
women. Additionally, those with significant impairments 
including kyphosis, scoliosis, and osteoarthritis were 
also disqualified, as were those with a recent history of 
hospitalization within the past three months.

In accordance with the NHANES recommendations, 
the height (cm) and weight (kg) were measured 
using stadiometers and calibrated weighing scales, 
respectively [11].The formula weight (kg)/ height (m2) 
was used to determine BMI. Using a linen measuring 
tape, the circumferences of the waist and hips were 
measured while the subjects were standing with their 
heels together, at the level of the umbilicus and the 
maximal protrusion of the hip, respectively [11].
Following a 15–30 minute period of sitting still, 
the Sphygmomanometer will be used to measure 
both SBP and DBP [12].All research subjects had 
their biochemical data (fasting blood glucose, total 

cholesterol, LDL, VLDL, triglyceride, and HDL 
cholesterol levels)gathered [13–15]. For the biochemical 
testing, they were instructed to arrive after an overnight 
fast of 8 to 10 hours. We separated these individuals 
into three groups (normal, pre-hypertensive, and 
hypertensive) based on their blood pressure (mmHg) 
readings and the criteria established by the American 
Heart Association (AHA) for Asians [16].

Statistical analysis
Microsoft Excel was used to organize the collected 

data. For data that was normally distributed, mean   ±  SD 
was computed. Using SPSS software, an unpaired 
student t-test was used to determine the level of 
statistical significance. Differences were considered 
statistically significant when p < 0.05.

 Results and Discussion
We grouped 300 metabolic syndrome subjects into 

normotensive (37) [male (40.54 %); female (59.45 %)], 
pre-hypertensive (115) [male (58.26 %); female (41.74 %)], 
hypertensive (148) [male (52.7 %); female (47.3 %)] 
according to their resting blood pressure values (Fig. 1).

Figure 2 depicts the distribution of total metabolic 
syndrome population on the basis of their inclusion 
criteria for metabolic syndrome. There were 95.71 % 
females had waist circumference more 35 inches and 
31.25 % males had waist circumference more than 35 
inches. There were 77.86 % females had triglyceride 
level equal to or more than 150 mg/dl and 76.87 % 
males had triglyceride level equal to or more than 150 
mg/dl. There were 84.28 % females had HDL level 
less than 50 mg/dl and 60 % males had HDL level less 
than 40 mg/dl. There were 77.86 % females had fasting 
blood glucose (FBG) level equal to and more than 100 
mg/dl and 71.25 % males had fasting blood glucose 
(FBG) level equal to and more than 100 mg/dl. There 
were 72.86 % females had systolic blood pressure equal 
to and more than 130 mmHg and/or diastolic blood 
pressure equal to and more than 85 mmHg. But 81.25 % 
females had systolic blood pressure equal to and more 
than 130 mmHg and/or diastolic blood pressure equal 
to and more than 85 mmHg.
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Fig. 1. Distribution of male and female subjects in different groups
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Fig. 2. Distribution of subjects on the basis of their inclusion criteria for metabolic syndrome

Table 1 depicts mean   ±   SD distribution of various 
parameters in normotensive male and female subjects. 
Significant difference was seen in mean values of height, 

waist- hip ratio of male and female normotensive 
metabolic subjects.
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Table 1
Distribution of Anthropometric and Biochemical Parameters of Normotensive Group

Parameters
Male (N  =  15) Female(N  =  22)

P value
Mean   ±   SD Mean   ±   SD

Age 35.57   ±   10.23 39.09   ±   11.22 0.279

Weight 77.33   ±   12.27 70.23   ±   9.8 0.058

Height 1.66   ±   0.07 1.56   ±   0.06 0.000

BMI 28.2   ±   4.21 28.83   ±   4.06 0.648

Waist 39.34   ±   3.76 40.37   ±   2.97 0.360

Hip 38.76   ±   4.37 41.48   ±   4.36 0.071

WHR 1.01   ±   0.06 0.98   ±   0.05 0.031

SBP 115.07   ±   5 114.45   ±   6.70 0.710

DBP 78.80   ±   5.49 76.45   ±   5.89 0.230

FBG 129   ±   45.29 135.43   ±   54.97 0.071

Total Cholesterol 234.47   ±   71.06 199.05   ±   35.55 0.190

HDL 43.62   ±   15.36 38.30   ±   13.24 0.268

LDL 124.19   ±   34.84 122.47   ±   34.09 0.882

VLDL 35.22   ±   12.95 41.19   ±   15.19 0.221

TG 177.29   ±   30.57 179.01   ±   42.97 0.895

Note: BMI — Body Mass Index; WHR — Waist Hip Ratio; SBP- Systolic Blood Pressure; DBP — Diastolic Blood Pressure; HDL — High 
Density Lipoprotein; LDL–Low Density Lipoprotein; VLDL–Very Low-Density Lipoprotein; Significant, p  <  0.05.

Table 2 depicts mean   ±   SD distribution of various 
parameters in pre-hypertensive male and female 
subjects. Significant difference was seen in mean values 

of age, weight, height, BMI, waist-hip circumference, 
and HDL of male and female pre-hypertensivemetabolic 
subjects.

Table 2
Distribution of Anthropometric and Biochemical Parameters Pre-hypertensive Group

Parameters
Male (N  =  67) Female(N  =  48)

P value
Mean   ±   SD Mean   ±   SD

Age 36.4   ±   10.58 45.75   ±   10.11 0.000

Weight 75.84   ±   10.08 70.13   ±   11.65 0.006

Height 1.67   ±   0.80 1.54   ±   0.08 0.000

BMI 27.2   ±   3.57 29.50   ±   4.67 0.003

Waist 38.96   ±   8.77 45.88   ±   17.94 0.007

Hip 39.14   ±   8.45 45.92   ±   9.05 0.015

WHR 1   ±   0.06 1.008   ±   0.053 0.296

SBP 132.6   ±   4.95 132.17   ±   4.75 0.641

DBP 86.18   ±   4.99 86.96   ±   5.17 0.418

FBG 114.78   ±   35.85 123.04   ±   31.2 0.201

Total Cholesterol 193.15   ±   39.59 205.32   ±   41.12 0.193
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Parameters
Male (N  =  67) Female(N  =  48)

P value
Mean   ±   SD Mean   ±   SD

HDL 39.73   ±   10.7 44.34   ±   12.37 0.035

LDL 113.3   ±   34.62 117.26   ±   33.77 0.542

VLDL 36.11   ±   16.3 35.88   ±   14.84 0.940

TG 168.52   ±   52.33 160.5   ±   40.32 0.376

End of the table 2

Table 3 depicts mean   ±   SD distribution of various 
parameters in hypertensive male and female subjects.
There was significant difference of mean values of 
weight, height, BMI, and waist- hip circumference 

of male and female hypertensive metabolic subjects. 
However, both male and female participants in this study 
had higher anthropometric and biochemical markers.

Table 3
Distribution of Anthropometric and Biochemical Parameters of Hypertensive Group

Parameters
Male (N  =  78) Female(N  =  70)

P value
Mean   ±   SD Mean   ±   SD

Age 45.36   ±   10.87 47.37   ±   11 0.265

Weight 77   ±   12.27 70.7   ±   12.86 0.003

Height 1.68   ±   0.07 1.56   ±   0.07 0.000

BMI 27.24   ±   3.96 29.1   ±   5.62 0.021

Waist 40.72   ±   11.08 45.93   ±   16.49 0.024

Hip 41.03   ±   10.51 46.27   ±   17.24 0.025

WHR 0.99   ±   0.06 1   ±   0.053 0.593

SBP 155.72   ±   18.39 154.66   ±   17.34 0.719

DBP 96.9   ±   13.12 94.6   ±   6.8 0.191

FBG 145.73   ±   55.79 143.14   ±   52.64 0.773

Total Cholesterol 207.85   ±   37.27 206.9   ±   39.07 0.899

HDL 39.34   ±   11.95 39.34   ±   11.62 0.999

LDL 122.87   ±   29.91 121.53   ±   32.28 0.793

VLDL 40.02   ±   18.74 38.95   ±   14.35 0.699

TG 181.33   ±   62.52 168.38   ±   43.57 0.150

In this observational study, we evaluated patients for 
metabolic syndrome who attended Government RDBP 
Jaipuria Hospital in Jaipur’s Medicine department’s 
outdoor patient’s department (OPD). These people were 
divided into three groups: normotensive (37) [male 
(40.54 %); female (59.45 %)], pre-hypertensive (115) [male 
(58.26 %); female (41.74 %)], hypertensive (148) [male 

(52.7 %); female (47.3 %)] (figure 1). Based on the criteria 
established by the American Heart Association (AHA) for 
Asians [16].The emergence of cardiovascular disease is 
linked to metabolic syndrome. There is a two-fold increase 
in the risk of cardiovascular disease and a four-fold increase 
in the risk of fatal coronary heart disease. In India and 
other South Asian nations, the prevalence of obesity and 
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metabolic syndrome is rising rapidly, increasing mortality 
and morbidity from CVD and T2DM [17, 18].In the 
current study, there were no such significant differences 
between male and female participants across all groups 
in several parameters. According to the findings of our 
study, metabolic hypertensive patients were aged than 
pre-hypertensive and normotensive patients. The mortality 
rate attributable to the metabolic syndrome and its risk 
factors differ by gender and age. Our findings show that 
the prevalence of MetS rises with age and is more common 
in men than in women. Multiple studies have also shown 
that «modernization» causes the change in physical activity 
levels, adiposity, dietary, and psychosocial stress, which 
raise blood pressure and exacerbate age-related elevations 
in blood pressure. The waist-hip ratio and body mass 
index were nearly same across all BP groups. According 
to the acceptable body mass index provided by the WHO 
for Asian populations, body mass index indicates that all 
participants were obese [19].And WHR was also more 
than cut-off points for Asians used (0.95 in men and 
0.80 in women) [20].In our study, the hypertension and 
prehypertensive groups had higher fasting blood glucose 
levels than the normotensive group. FBG was shown to be 
positively associated with BP, according to Lu Y et al. In 
males and females, BP and FBG had different associations 
[21].The renin — angiotensin aldosterone system (RAAS), 
which affects blood pressure, may be altered if the FBG 
level rises as a result of metabolic diseases, obesity, and 
hyperglycemia with insulin resistance [22].In the current 
study, all groups had raised levels of total cholesterol, 
LDL, VLDL, and TG, although hypertensive and pre-
hypertensive had greater levels than normotensive. This 
exceeded the criteria for cholesterol targets for South 
Asians provided by the ATP III study from the National 
Cholesterol Education Program in the United States 
[23].However, in the current investigation, metabolic 
individuals with hypertension and pre-hypertension had 
low HDL levels. The findings of the Choudhury KN et al. 
research support our findings that hypertension individuals 
had considerably higher mean serum TC, TG, and LDL 
levels than normotensive patients [24].Additionally, the 
mean HDL level was statistically significantly lower in 
hypertensives compared to normotensives. Because insulin 
influences TG and HDL–C metabolism, the occurrence 

of hypertriglyceridemia and low HDL concentrations 
generally never occurred as independent illnesses and 
were almost usually associated to insulin resistance [25]. 
In this present study hypertension and pre-hypertension 
were more prevalent in the population with metabolic 
syndrome.

Limitations
Large-scale prospective studies might demonstrate 

a significant association between the prevalence of 
hypertension and the risk of metabolic syndrome in 
both genders.

Conclusion
The above study’s findings suggest that 

hypertension and pre-hypertension were more 
prevalent in the population with metabolic syndrome. 
Additionally, hypertensives have a higher chance 
than pre-hypertensive and normotensive individuals 
of manifesting dyslipidemia, which includes raised 
TC, LDL, and TG values as well as decreased 
HDL cholesterol. But as they become older, these 
normotensive and pre-hypertensive individuals become 
more likely to develop hypertension. Findings of this 
study indicate that more than one metabolic risk factor 
is responsible metabolic syndrome, it is cumulative. 
Findings of this study sought that knowledge of factors 
involved will be helpful for making treatment plan.
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Состояние артериального давления у пациентов 
с метаболическим синдромом

Д. Сороут , С. Какер , Н. Сабу , М. Кумар

Колледж медицинских наук Раджастанского университета медицинских наук, г. Джайпур, Раджастан, Индия
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Аннотация. Актуальность. Метаболический синдром (МетС) — это наличие множества отклонений, таких как 
абдоминальное ожирение, гипертония, дислипидемия и непереносимость глюкозы. Возникновение МетС у людей с гипер-
тонической болезнью связано с плохо управляемой гипертонией. Одним из параметров диагностики синдрома является 
наличие повышенного артериального давления; тем не менее, исследования показывают, что пациенты с МетС часто страдают 
гипертонией. Материалы и методы. 300 субъектов, страдающих обменом веществ, были выбраны из медицинского OPD 
в качестве участников исследования на основе определения МетС, содержащегося в совместном промежуточном заявлении 
2009 г. Они были разделены на три группы (нормотензивные, предгипертензивные и гипертонические) на основании показаний 
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артериального давления, соответствующих азиатским критериям артериального давления Американской кардиологической 
ассоциации (AHA). Для сбора данных записывались следующие параметры: антропометрические (вес, рост, индекс массы 
тела, соотношение талии и бедер), кровяное давление, биохимические (глюкоза в крови натощак, параметры липидного 
профиля). Результаты и обсуждение. Согласно показаниям артериального давления в покое, из 300 участников МетС 37 
имели нормотензивное давление [мужчины (40,54 %); женщины (59,45 %)], 115 были в предгипертензивном состоянии 
[мужчины (58,26 %); женщины (41,74 %), 148 человек страдали гипертонической болезнью [мужчины (52,7 %); женщины 
(47,3 %)]. По нескольким параметрам не было столь существенной разницы между участниками мужского и женского пола 
во всех группах. Однако уровни общего холестерина, триглицеридов и липопротеинов низкой плотности в крови были 
значительно выше у гипертонических и предгипертонических участников метаболического процесса, чем у нормотензивных 
субъектов, тогда как уровни липопротеинов высокой плотности были ниже. Выводы. Результаты исследования показывают, 
что гипертония и предгипертензия более распространены в группе с метаболическим синдромом. Кроме того, у гипертоников 
выше вероятность проявления дислипидемии.

Ключевые слова: артериальное давление, артериальная гипертензия, метаболический синдром, гипертония, 
факторы риска
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Monitoring of Neuromuscular block during  
emergency abdominal surgery
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Abstract. Relevance. Sixty percent of cases of residual neuromuscular block (rNMB) were recorded globally, yet this 
issue of rNMB in critically ill patients remains taboo. To predict any leftover NMB, a train-of-four stimulation (TOF) Watch 
SX was utilized to track the depth of muscle relaxant in emergency patients both during and after surgery, even when they 
were transported to the intensive care unit. This study aimed to investigate differences in the variability of neuromuscular 
block between two distinct surgical procedures: laparoscopic cholecystectomy (the control group) and emergency abdominal 
surgery (the investigation group). Materials and Methods. Using two different muscle relaxants and assessing their depth using 
accelerometry notably the TOF Watch SX. A total of 140 patients, aged 18–60 years with a BMI of 18–30 kg/m², participated in 
the study. Group I underwent planned cholecystectomy (control group), while Group II underwent emergency abdominal surgery 
(investigation group). The muscle relaxants Ridelat-C, generic of atracurium benzilate (Verofarm OOO, Harabovsk, Russia) 
and Kruaron, generic of rocuronium bromide (Verofarm OOO, Harabovsk, Russia) were administered, with various monitoring 
methods, including Drager Fabius, ECG, and lab results, Microsoft Office Professional Plus 2021 advanced with graphs and 
ANOVA. Results and Discussion. The results demonstrated profound skeletal muscle relaxation for planned cholecystectomy, 
with TOF 0 achieved at 165.9  ±  95 seconds for Kruaron and 183.3 ± 90 seconds for Ridelat-C. In emergency abdominal surgery, 
it took 207.1 ± 120 seconds with Kruaron and 255.5 ± 109.5 seconds with Ridelat-C at TOF0. Notably, Kruaron exhibited 
prolonged effects in Group II, leading to residual neuromuscular block in critically ills even 2.5 hours post-surgery. Conclusion. 
Neuromuscular blocking agents modestly exacerbated neuromuscular dysfunction, potentially contributing to acquired critical 
illness polyneuropathy/myopathy, severe sepsis/septic shock, and massive blood loss/haemorrhagic shock. In critically ills, 
a minimal calculated dose of Kruaron is recommended, while Ridelat-C, which metabolized within the blood plasma without 
involving the kidneys or liver, might be a better choice. Suggamadex was suggested for reversing Kruaron effects due to its 
rapid effect as compared to proserine.
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Introduction
Neuromuscular block anesthetics NMBA by 

definition are anesthetic drugs causing skeletal muscle 
paralysis initially by making a decrease response to 
acetylcholine at the neuro-muscular junction of skeletal 
muscle [1]. During surgery NMBA enhance endotracheal 
intubation by protecting patients from vocal cord injury 
thus improving the task of the surgeons by stopping 
involuntary reflex skeletal muscle movements [2]. 
Neuromuscular block in a sense after a surgery can be 
rapidly and effectively stopped. Seemingly, it was being 
identified that NMBAs proceed to act further in the 
post anesthesia care unit despite the administration of 
acetyl cholinesterase inhibitor. Residual neuro-muscular 
block is characterized by a bunch of muscle weakness 
in the post-operative period after NMBAs which is 
a matter of concern [3] Also, in critically ill patients, 
residual NMB is presently a very alarming problem 
in PACU unfortunately 60 % of the world’s patients 
undergoing massive open abdominal emergency surgery 
have been reported with residual neuromuscular block 
[4–7] Many cases of residual neuromuscular block had 

been reported without the use of antidotes notably: 
«Proserine or Sugammadex» for their reversal [8]. For 
the betterment of the patient’s health and to lose less 
time in operation theatre the proper monitoring of NMB 
using a train-of-four stimulation (TOF) Watch SX is 
a plus [9]. Massive blood loss, hypovolemia, severe 
sepsis, peritonitis, pancreatic necrosis, dysfunction of 
liver or kidneys are the underlying pathologies affecting 
the time of action, duration, excretion and the speed of 
recovery of muscle relaxants in emergency patients.

Material and Methods
140 patients undergoing planned laparoscopic 

cholecystectomy and emergency abdominal surgeries 
notably (laparotomy appendectomy, resection of 
a part of the intestines, relaparotomy, lavage and 
drainage of the abdominal cavity, pancreatectomy, 
endoscopic suturing of internal GIT bleeding organs, 
laparoscopic pyloroplasty) whereby TOF watch SX 
Organon (Dublin Ireland Serial no.14–2007058) was 
used for monitoring the depth of muscle relaxant. 
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Kruaron the generic of rocuronium bromide (Verofarm 
OOO, Harabovsk, Russia) and Ridelat-C the generic of 
atracurium benzilate (Sotex, Deco company, Moscow, 
Russia) were intravenously administered. Proserine 
was also used as antidote together with the mechanical 
ventilation apparatus-Drager Fabius. Written voluntary 
consent was obtained from the patients for the 
investigation and publication of relevant medical 
information according to WMA Declaration of 
Helsinki — Ethical Principles for Medical Research 
Involving Human Subjects, 2013.

Inclusion Criteria:
—	 adult male and female patients aged 18 to 60;
—	 planned for a patient surgical intervention of medium 

duration (60–90mins);
—	 the severity of the condition before surgery 

according to the ASA classification (American 
Society of Anesthesiologists) — ASA Class I–IV;

—	 patients with body mass index 18  <  BMI  <  30 kg/m2; 
Patients who have agreed to participate in the study, 
have read the patient information sheet and signed 
the informed consent of the Patient, and are willing 
to cooperate in the course of the study;

—	 patients who are scheduled to undergo surgery 
using total intravenous anesthesia or combined 
endotracheal anesthesia (propofol, fentanyl, 
midazolam, etc.) with an estimated duration of 
surgery of 30–120 minutes.

Exclusion Criteria:
—	 patients with significant disorders of neuro-muscular 

conduction, neuromuscular diseases (including 
myasthenia gravis, Eaton-Lambert syndrome, 
a history of poliomyelitis, etc.);

—	 use in the perioperative period of drugs related to 
prohibited therapy in the study;

—	 patients who have contraindications to the use of 
the TOF Watch device (including Pacemaker, etc.).

—	 patients with II–IV-degree burns;
—	 patients with a history of hypersensitivity to drugs 

of the class used (atracurium benzilate, rocuronium 
bromide, cisatracurium benzilate, pancuronium 
bromide, vecuronium bromide etc.);

—	 patients with burdened allergic history (serious 
systemic manifestations of allergic reactions in 
history);

—	 patients who participated in other clinical studies 
within the last 6 months. or currently participating 
in other clinical trials;

—	 any other disease or condition that, in the opinion 
of the investigator, may confound the results of 
the study.

Methods to implement
1. Determine the effect of muscle relaxants 

(aminosteroid and benzylisoquinoline composition) 
on neuromuscular conduction including emergency 
abdominal surgeries using TOF watch sx.

2. Intravenous administration of Kruaron 
«rocuronium bromide», Ridelat-C «atracurium 
benzilate» in planned cholecystectomy (research-
group1) and in emergency abdominal surgery by 
conducting a study according to the following criteria: 
TOF 0, TOF 25 %, TOF 75 % and TOF 90 %

3. After administration of the 1st dose and compile 
statistics on the result obtained with atracurium benzilate 
and rocuronium bromide in emergency abdominal 
surgery (research group2) to see how they differ from 
laparoscopic cholecystectomy (control group1)

4. Proserine was given for reversal and the time 
of reversal of Kruaron and Ridelat-C were analysed.

A research work was being carried out on 
140 patients in the City Clinical Hospital named 
after V.V. Vinogradova of the Moscow Healthcare 
Department» (City Clinical Hospital No.64 of 
Moscow Department of Healthcare), Russia to 
assess the variability of muscle relaxants during 
emergency abdominal surgery in comparison to 
planned cholecystectomy (the control group). They 
were being classified into two different groups; the 
first group of patients n  =  61 (group 1) who underwent 
planned laparoscopic cholecystectomy and the other 
group n  =  79 (group 2) who underwent emergency 
abdominal surgeries notably patients with such 
diagnosis: pancreatitis/pancreanecrosis, peritonitis, 
severe blood loss and sepsis.
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The TOF –reading demonstrates four levels of 
blockade:

1.Complete blockade
2. Deep blockade
3. Moderate blockade
4. Phase of recovery of NMB
Immediately, after IV administration of muscle 

relaxant on induction for endotracheal intubation, the 
TOF watch SX was switched on, at 50mA a small 
electrical current generated by the later stimulates 
the ulnar nerve at the site of the connected anode and 
cathode to create a slight «twitch» a movement of the 

thumb where a result was reflected on the screen of 
the TOF watch. The time for the TOF watch to show 
zero representing complete muscle relaxation after 
iv administration of a first dose of muscle relaxant is 
recorded and further TOF results like 25 %, 75 % and 
90 % were recorded. From 60 to 89 % it represents 
that the effect of muscle relaxant is slowly fading away 
and from 90 % –100 % it means that the patient can 
be extubated. The time was meticulously recorded in 
accordance to the results presented by the TOF watch 
sx (Fig. 1, 2).
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Fig. 1. The effects of different factors on muscle relaxants administered to the patients

Fig. 2. A comparison of train-of-four stimulation (TOF) 0/sec results of group 1 and 2 patients after administration  
of an additional supporting dose of Ridelat-C (p-value  =  0.036) by ANOVA
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Statistical analysis
The statistical analysis of the results was processed 

in the one-way analysis of variance calculator ANOVA 
followed by Bonferroni post-hoc tests to determine 
significance. Differences were considered statistically 
significant when p value was less than 0.05 (p < 0.05), 
protocol of pre-surgical patient’s examination, protocol 
of combined endotracheal anesthesia, protocol of clinical 
research, laboratory results, control group1 laparoscopic 
cholecystectomy [10] and research group emergency 
abdominal surgery group 2 were used.

Results and Discussion
The selection of the proper muscle relaxant and 

dosage for induction in emergency abdominal surgery 
patients was needed. Kruaron, the generic form of 
rocuronium bromide an amino steroid drug by definition 
is a rapid acting non- depolarizing intermediate muscle 
relaxant having all pharmacological effects characteristic 

of this class of drugs. It is concurrently blocking 
N-cholino receptors of the end plate motor neurone. 
At a dose of 0.60mg/kg for intubation it takes 60seconds 
to total relaxation of skeletal muscle that is TOF 0. Its 
clinical duration 0.60 mg/kg is 30 to 40mins at TOF 
25 % and around 50mins at TOF 90 %. The middle 
duration between TOF 25 % to TOF 75 % is 14mins. 
For a small dose of 0.30–0.45 mg/kg for intubation, 
it takes 90seconds to reach TOF 0 (very deep muscle 
relaxation). In relation to the pharmacokinetics, after 
bolus IV administration of a starting dose its plasmatic 
concentration undergo through three exponential phases. 
For healthy adults its half-length of elimination is 66–
80mins and its clearances through plasma is estimated 
to be 3.5–3.9 ml/kg/min. Kruaron is eliminated from 
the human body through urine or bile.

The tables 1–3 show how the two muscle relaxants 
varied for the planned cholecystectomy and emergency 
abdominal surgeries registered throughout the research 
work.

Table 1
Control group I and emergency group II using Kruaron and Ridelat-C for a first intubating dose

Types of surgeries Group I Group II

First intubating Dose
Kruaron R
0.5 mg/kg

N  =  17

Ridelat C
0.5 mg/kg

N  =  16

Kruaron R
0.5 mg/kg

N  =  15

Ridelat C
0.5 mg/kg

N  =  23

TOF 0 165.9 ±  95 183.3 ±  90 207.1 ±  120 255.5 ± 109.5

TOF 25 % 43.7   ±    9.2 47.3 ±  9.4 37.7 ±  8.2 47.6 ±  12.4

TOF 75 % 64.5 ± 13 63.7 ±  13.1 69.4 ±  23.1 66.5 ±  15.1

TOF 90 % 75.6 ±  15.4 77.5 ±  10.3 94.1 ±  29.3 81.5 ±  16.1

Note: The time of action of Ridelat-C is more as compared to that of Kruaron at train-of-four stimulation (TOF) 0/secs for a first 
intubating dose.

Table 2
Control group I and emergency group II using Kruaron and Ridelat-C for a first intubating dose and an additional supporting dose
Types of surgeries Group I Group II

First Intubating Dose
Kruaron R
0.5 mg/kg

N  =  15

Ridelat C
0.5 mg/kg

N  =  13

Kruaron R
0.5 mg/kg

N  =  22

Ridelat C
0.5 mg/kg

N  =  19
TOF 0 194.6 ±  132 175.3 ±  96 327.9 ±  193.8 296.8 ±  108.5

TOF 25 % 34.8 ±  10.7 37.2 ±  14.8 38.3 ±  11.9 35 ±  10.3
Additional Supporting dose 0.2 mg/kg 0.2mg/kg 0.2mg/kg 0.2mg/kg

TOF 0 184 ±  97 126.6 ±  46 141 ±  59.5 173.1 ±  93.5
TOF 25 % 43.8 ±  12.3 32.9 ±  15.5 35.6 ±  15.5 35.4 ±  10.2
TOF 75 % 62.2 ±  14.5 43.2 ±  17.6 59.9 ±  30.9 51.6 ±  12.2
TOF 90 % 74 ±  17.3 51.6 ±  18.4 79.9 ±  30.4 60 ± 13.1

Note: The time of action of Ridelat-C is more as compared to that of Kruaron at train-of-four stimulation (TOF) 0/secs for a first 
intubating dose and an additional supporting dose at TOF0/secs and higher as compared to Table 1.
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Table 3
Groups I and II extubation with proserine

Surgeries Planned Laparoscopic Cholecystectomy
Group I

Emergency Abdominal Surgery
Group II

Muscle relaxants/N Kruaron
N  = 5

Ridelat-C
N =   7

Kruaron
N = 5

Ridelat-C
N = 6

TOF 90 % with
Proserine/min

3   ±     0.8 4    ±    2.9 6   ±   4.5 3   ±   1.6

Extubation with Proserine/min 65 117.6 72 79.2

Extubation without Proserine/min 73 122 88.2 100.3

Note: For group II patients more time is taken for Kruaron to be reversed by proserine.

Basically, during the course of the research work 
being carried out in anesthesiological block where 
planned laparoscopic cholecystectomy (control group) 
and emergency abdominal surgeries (experimental 
group) where the TOF watch SX showed that for 
planned cholecystectomy of Kruaron on induction at 
a first intubating dose of 0.50 mg/kg for TOF to reach 

zero it took 165.9    ±    95 seconds and for emergency 
abdominal surgery it took 207.1 ±  120 secs (Table 2). 
Structural differences for cases of first administration 
of Kruaron to adults aged 18–60 for TOF readings 
in minutes showing the variation in percentage are 
represented on figure 3.
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Fig. 3. Structural differences for cases of first administration of Kruaron to adults aged 18–60 for TOF readings in minutes 
showing the variation in percentage; TOF- train-of-four stimulation

It was problematic for the anesthesiologist because it took longer time to reach TOF 0 and the fact that he had to intubate the 
patient and the latter was not fully relaxed is highly disturbing. Many incidences of vocal cord injury were registered on intubation. 

Intra operation and post-surgery during both planned and emergency surgeries all patients were viewed with hypothermia of 
a body temperature of 34   ±   0.5 degrees celsius. Mostly on elderly patients aged 65 and above, residual NMB with Kruaron was 
recorded three hours post-surgery for emergency abdominal surgery patients with sepsis, hypovolemia and massive blood loss 

TOF showed 50–55 % (Fig. 4).
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Fig. 4. Structural differences for cases of first administration of Kruaron to adults aged 18–60 for TOF readings in minutes 
showing the variation in percentage for emergency abdominal surgery, TOF- train-of-four stimulation.

The dura t ion  of  p lanned laparoscopic 
cholecystectomy is one hour and that of emergency 
abdominal surgery is from 2.5 to 3 hours respectively. 
For extubation on many instances proserine was used 
to reverse Kruaron however for emergency patients’ 
reversal was attained at 6  ±   4.5 mins and planned surgery 
patients at 3  ±  0.8 mins (refer to Table 4). Most of the 
time during emergency abdominal surgeries extubation 
cannot be performed because of residual Kruaron in the 
patient’s body hence the later did not react to any stimuli 
notably: holding the doctor’s wrist firmly, extending 
his head up, confirming whether the intubation tube 
is disturbing him; and had to be transferred to ICU for 
prolonged mechanical ventilation support [11]. It is 
being debated whether or not for emergency abdominal 
surgeries on critically ill patients with sepsis, kidneys 
/liver dysfunction, hypovolemic, massive bleeding 
whether Kruaron is reliable to use or not. Furthermore, 
if we used Ridelat-C to stop residual NMB this will ease 
the work of the anesthesiologist in surgical block and 
extubation also will be quicker without the use of any 
reversal antidote. Ridelat-C is the generic of atracurium 
benzilate a non- depolarizing muscle relaxant with 
peripheral action. It reduces the sensitivity of skeletal 

muscle N cholinergic receptors to acetylcholine, inhibiting 
neuromuscular trans-mission and causing transient 
skeletal muscle relaxation. It has a rapid onset of action 
of 2–2.5 minutes, allowing for endotracheal intubation 
in 90 seconds at an initial dose of 0.5–0.6 mg/kg. At 
TOF 95 percent, spontaneous recovery after a beginning 
dose of 0.2–0.6 mg/kg takes about 20–35 minutes. In 
blood plasma, it takes 1.7–10 minutes to attain plasma 
Cmax. The duration of the neuromuscular blocking 
activity is unaffected by the degree of hepatic metabolism 
or the pace of kidney excretion. It decomposes at 
physiological blood pH and body temperature without 
the involvement of enzymes it is hydrolyzed to a limited 
extent to butyrylcholinesterese (Hoffman elimination) 
to laudanosine and quaternary mono-acrylate, thus the 
duration of action is not dependent on the kidneys or 
the liver. Pharmacologically, metabolites are inactive. 
The duration of action is unaffected by physiological 
variations in blood pH. The rate of inactivation slows 
down under hypothermia (25–26 degrees Celsius). It does 
not build up in the body and does not reach clinically 
significant amounts through the placental barrier. T1/2 is 
20 minutes and half-life are 2–3.4 minutes. The kidneys 
and the intestines excrete Ridelat-C.
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In planned laparoscopic cholecystectomy for TOF 
to be zero Ridelat-C took 183.3 ±  90 secs Table2 which 
was normal at a dose of 0.4 mg/kg and for emergency 
abdominal surgery 255.5    ±    109.5 secs (Table 2). 
A recovery period for planned cholecystectomy 
patients at TOF 90 % was recorded at 77.5    ±    10.3 

mins (Table 2) and with a maintenance dose of 0.20mg/
kg where TOF 90 % was recorded at 51.6    ±    18.4 
mins (Table 3). For patients undergoing emergency 
abdominal surgery TOF 90 % was recorded at 81.5 ±  
16.1 (Table 2, Fig. 5, 6).

Fig. 5. Structural differences for cases of first administration of Ridelat-C to 
adults aged 18-60 for TOF readings in minutes for the variation in percentage , 
TOF- train-of-four stimulation. 

Fig. 5. Structural differences for cases of first administration of Ridelat-C to adults aged 18–60 for TOF readings  
in minutes for the variation in percentage, TOF- train-of-four stimulation

Fig. 6. Structural differences for cases of first administration of Ridelat-C to adults aged 18–60 for TOF readings  
in minutes showing the variation in percentage for emergency abdominal surgery, TOF- train-of-four stimulation
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With a maintenance dose of 0.20mg/kg the 
recovery time at TOF 90 % was 60 ±  13.1 mins 
(Table 3). A standard dose can be administered to 
patients with end stage renal failure or end stage liver 
failure. Most appropriately Ridelat-C is considered to 
be more appropriate to use for critically ill emergency 
abdominal surgery patients with sepsis and massive 
blood loss, renal and liver failure as compared to 
Kruaron which has residual NMB effect which is 
detrimental to human health.

The effect of different drugs, physical and metabolic 
factors during myoplegy intravenous anesthetics 
Amaki Y. and co- authors described that on research 
on mouses where ketamine was administered, not 
only increased the effect of MR but also increased 
the presynaptic excretion of acetylcholine. During 
total intravenous anesthesia whereby propofol was 
used in a time interval more than 20 mins it was 
estimated that propofol can prolong the duration of 
non-depolarizing MR Hemmerling T.M. et al, they acted 
on the central and peripheral hemodynamics changing 
the pharmacodynamics of MR.

Inhalational anesthetics
Desflurane and sevoflurane enter the synapse 

quickly because they are less soluble in blood and 
tissues than other volatile anesthetics supported 
by Yasuda N. et al. [12]. Non-depolarizing MR’s 
effect is amplified by inhalation anesthesia; as 
a result, during anesthesia, the frequency and 
dose of MR are reduced in order to maintain 
NMConduction, and the duration and recovery time 
of NMB are extended Cannon J.E., et al.; Saitoh K. 
et al.; Suzuki T., et al. Desflurane>Sevoflurane> 
I so f lu r a ne>  Ha lo thane>  N i t rous  Ox id e> 
Barbiturates>Opioids >Propofol> Ketamine are all 
anesthetics, including intravenous ones, in order of 
the degree of NMB potentiation. Among others, in 
the presence of inhalation anesthetics, it is advised 
to reduce the maintenance dose of muscle relaxant 
by 20 % of the main dose [13].

Local anesthetics
Despite the sparseness of parenterally administered 

local anesthetic (LA) overdoses in clinical practice, 

anesthesiologists must be aware of how LA might alter 
the pre and postsynaptic regions of the neuromuscular 
conduction as well as the activity of the muscle cell. 
When LA is administered intravenously at doses that are 
significantly beyond therapeutic levels, neuromuscular 
conduction without MR is clinically inhibited, and 
depolarizing and non-depolarizing NM conduction are 
both boosted at standard doses [14].

Antibiotics
In the absence of MR, most antibiotics are 

able to inhibit NMC. Antibiotics have a noticeably 
more significant myoplegic impact when MR is 
present. For example, aminoglycosides, polymyxins 
and lincosamides given parenterally in the pre and 
intraoperative period inhibit the presynaptic release of 
ACh, lower the sensitivity of receptors to ACh, thereby 
prolonging the action of MR for many hours [15]. When 
combined with MR, tetracycline medications enhance 
NMB, which is then removed by AChP Lee C. et al. 
Tetracycline medications only have a postsynaptic effect. 
An antibiotic injected into the pleural and abdominal 
cavities and then absorbed into the systemic circulation 
can have a clinically significant myoplegic impact.

Intake of electrolytes
Magnesium sulfate prolongs NMC therefore the 

dosage of MR has to be minimum [16]. According to 
certain findings, magnesium sulfate at a dose of 60, 90 
mg/kg can function as an antagonist of succinylcholine. 
If hypercalcemia (2–3 mmol/l) is not treated before 
surgery, it may be possible to shorten NMB while 
necessitating more MR. There is an expansion of both 
depolarizing and non-depolarizing NMC in patients 
receiving pre- and intraoperative lithium preparations, 
primarily for mental illness [17].

Other medications
The quinidine series of antiarrhythmic medications 

work at the level of presynaptic transmission, 
extending non-depolarizing NMB [18].Tamoxifen 
and other anti-estrogen medications have been shown 
to enhance the effects of non-depolarizing. Mannitol, 
an osmotic diuretic, has no impact on the depth or 
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duration of NMB. The strength and duration of both 
depolarizing and non-depolarizing NMB are increased 
when furosemide is administered intravenously to 
individuals with renal impairment at a dose of 
1 mg/kg Azar I. et al. Long-term anticonvulsant 
medication may cause patients to become resistant to 
non-depolarizing MR, whereas depolarizing MR may 
cause depolarizing hyper-sensitivity. Prednisolone, 
dexamethasone, and other steroid medications reduce 
non-depolarizing MR’s effects on people [19]. It is 
further supported by T. Magorian, K.B. Flanerry et al. 
that succinylcholine may be replaced by rocuronium, 
a brand-new nondepolarizing muscle relaxant with 
a fast onset of action but no side effects come 
with succinylcholine [20]. The authors compared 
rocuronium, succinylcholine, and vecuronium for 
rapid sequence anesthetic induction in order to evaluate 
this theory.

Patients undergoing neurosurgery, aortic surgery, 
or procedures involving motor-evoked potential (MEP) 
monitoring face the risk of postoperative mobility 
issues due to surgical damage. To secure endotracheal 
tubes during general anesthesia, muscle relaxants like 
rocuronium are often used but can significantly reduce 
MEP. Therefore, caution is needed when using muscle 
relaxants during MEP-monitored procedures.

In Japanese patients undergoing spine surgery, 
a study explored the impact of neuromuscular blockade 
(NMB) on MEP [21–23]. The research included adults 
receiving propofol/remifentanil anesthesia, rocuronium 
for intubation, and myogenic MEP monitoring after 
transcranial stimulation. Sugammadex was administered 
when MEP configuration was complete, achieving 
a TOF ratio of 0.7. Factors influencing the TOF ratio 
included age, blood pressure, hepatic impairment, and 
rocuronium dose. Higher TOF ratios (0.75) correlated 
with improved MEP detection success rates.

Out of 373 cases, 221 (59.2 %) received 
sugammadex. Sugammadex treated patients had 
a significantly shorter interval between NMB recovery 
and the start of MEP monitoring compared to control 
patients (P  <  0.0001). Patients with a TOF ratio closer 
to 1 had a higher success rate in MEP detection.

Conclusion
The dosage of Kruaron in emergency abdominal 

surgery, especially for critically ill patients, required 
reconsideration due to significant delays in achieving 
complete muscle relaxation for combined endotracheal 
anesthesia. It was suggested that an additional dose 
of 0.1–0.2 mg/kg might be necessary in such cases. 
Critically ill patients transported to the intensive care 
unit immediately after emergency abdominal surgery 
showed residual neuromuscular block with a TOF result 
of ≤ 60 % 2.5 hours later.

Kruaron’s elimination was reduced in patients 
with sepsis, hypovolemic shock, and massive blood 
loss, either through urine or bile. In contrast, Ridelat-C 
proved to be effective for endotracheal intubation in 
patients with sepsis, peritonitis, or massive blood loss 
due to its elimination mechanism and less of physical 
counter reactions, it did not depend on the liver of the 
kidneys to be excreted. However, a calculated dose 
of Kruaron was needed for patients with stomach 
regurgitation. Ridelat-C’s duration was shorter by 
30–35 minutes compared to Kruaron and was quickly 
eliminated from the body at a TOF 90 %-95 %.

Proserine was used to facilitate extubation and 
reverse neuromuscular blockade. Reversal of Ridelat-C 
was significantly faster than Kruaron. Group 2 patients 
required more time for proserine to be neutralized 
compared to group 1 patients.

Re-evaluation of a lesser appropriate dosage of 
Kruaron was essential for group 2 emergency abdominal 
surgery patients. Also, factors like high temperatures, 
hormonal drugs (e. g. prednisolone), smoking, obesity, 
and circadian time with melatonin, could affect the 
efficacy and duration of muscle relaxants.

This study highlighted the modest connection 
between neuromuscular blocking agents and 
neuromuscular dysfunction, as well as their association 
with acquired critical illness polyneuropathy/myopathy, 
severe sepsis/septic shock, and massive blood loss/
hemorrhagic shock. For emergency critically ill 
patients, administering a minimal calculated dose of 
Kruaron or opting for Ridelat-C appeared to be a safer 
choice. To expedite extubation and save operation time, 
sugammadex should be used for Kruaron reversal, 
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given the delayed action of proserine. A new protocol 
of combined endotracheal intubation for critically ill 
patients should be introduced.
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Мониторинг нейро-мышечного блока  
при экстренной абдоминальной хирургии

Н. Данпут  , М.В. Петрова , В.В. Мороз , А.В. Бутров , M.Ф. Магомедов

Российский университет дружбы народов, г. Москва, Российская Федерация
 dhunputhneelam@gmail.com

Аннотация. Актуальность. Во всем мире зарегистрировано около шестидесяти процентов случаев остаточной 
нервно-мышечной блокады (рНМБ), но вопрос о рНМБ у пациентов в критическом состоянии остается не исследованным. 
Для прогнозирования наличия остаточного НМБ использовался TOF Watch SX для определения глубины введения 
миорелаксанта у пациентов, нуждающихся в экстренном хирургическом вмешательстве во время и после операции, 
даже когда они были транспортированы в отделение интенсивной терапии. Цель данного исследования состояла 
в том, чтобы сравнить варианты нервно-мышечной блокады между плановой лапароскопической холецистэктомией 
и экстренной абдоминальной хирургией. В исследовании приняли участие 140 пациентов в возрасте 18–60 лет с ИМТ 
18–30 кг/м². В I группе была выполнена плановая холецистэктомия (контрольная группа), во II группе — экстренная 
абдоминальная хирургия (исследовательская группа). Глубину миорелаксации контролировали с помощью часов TOF 
SX. Назначались два миорелаксанта: Риделат-С, атракурия безилат (Сотекс, компания «Деко», Москва, Россия) и Круарон, 
рокурония бромид (Верофарм ООО, Харабовск, Россия). Были использованы различные методы, в том числе Drager 
Fabius, протокол пред-анестезии, протокол исследования, протокол комбинированной эндотрахеальной анестезии, 
мониторинг динамики, ЭКГ, результаты лабораторных исследований, Microsoft Excel Advanced, ANOVA. Результаты 
и обсуждение. Результаты продемонстрировали глубокую релаксацию скелетных мышц при плановой холецистэктомии: 
TOF 0 достигался за 165,9  ± 95 секунд для Kruaron и 183,3  ± 90 секунд для Ridelat-C. При экстреной абдоминальной 
хирургии это заняло 207,1 ±  120 секунд для Kruaron и 255,5 ± 109,5 секунд для Ridelat-C при TOF0. Примечательно, что 
Круарон® продемонстрировал пролонгированное действие в группе II, приводя к остаточному нервно-мышечному 
блоку у больных в критическом состоянии даже через 2,5 часа после операции. Выводы. Нервно-мышечные блокаторы 
умеренно усугубляют нервно-мышечную дисфункцию, потенциально способствуя приобретенным критическим заболе-
ваниям: полиневропатии/миопатии, тяжелому сепсису/септическому шоку и массивной кровопотере/геморрагическому 
шоку. Для критических больных рекомендуется минимальная расчетная доза Круарон®, тогда как Риделат С, который 
метаболизируется в плазме крови, не затрагивая почки или печень, может быть лучшим выбором. Суггамадекс был 
предложен для устранения эффектов Круарон® из-за его быстрого эффекта по сравнению с прозерином.

Ключевые слова: мониторинг нейромышечного блока, плановая холецистэктомия, экстренная абдоминальная 
хирургия, Круарон, Риделат-С, остаточный нейро-мышечный блок.
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Macrophage population state and proliferative activity  
of spleen cells under liver regeneration conditions
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Abstract. Relevance. Currently, the participation of immune system cells in the regulation of reparative processes is attracting 
more and more attention of researchers. There is an anatomical connection between the liver and spleen by means of portal vein. 
Thus, cytokines and other biologically active substances can enter the liver from the spleen through the portal vein, as well as cells 
can migrate to the liver. However, the specific mechanisms of mutual influence of the mentioned organs, including in reparative 
processes, remain poorly studied. The aim of our work was to study the state of spleen monocyte-macrophage population after liver 
resection, as well as the proliferative activity of spleen cells during liver regeneration. Materials and Methods. The model of liver 
regeneration after 70 % resection in mouse was reproduced in this work. The animals were taken out of the experiment after 1, 3 
and 7 days. The marker of cell proliferation Ki67 was immunohistochemically detected, the state of spleen monocyte-macrophage 
population was evaluated by markers CD68, CD115, CD206, F4/80 by methods of immunohistochemistry and flow cytometry. 
Results and Discussion. The liver regeneration had a pronounced effect on the cytoarchitectonics of the spleen. In 1 day after liver 
resection in the spleen there was observed a decrease in the share of Ki67+cells, according to the flow cytometry data there was 
a decrease in the number of CD115+cells, in 3 and 7 days there was a decrease in the number of F4/80+ macrophages. Conclusion. 
Liver resection causes changes in the state of cell populations of the spleen as well. First of all, to the decrease in the activity of 
proliferative processes in it, as well as to the changes in the state of the monocyte-macrophage system. A decrease in the content of 
CD115+ and F4/80+ cells in the spleen was found, which indirectly indicates the migration of monocytes/macrophages after liver 
resection, which can also influence the course of reparative processes in the liver.
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Introduction

The immune system together with the nervous 
and endocrine systems belongs to the regulatory 
systems of the mammalian organism. Nowadays, the 
participation of immune system cells in the regulation 
of reparative processes is attracting more and more 
attention of researchers. There is a direct anatomical 
connection between some immune and non-immune 
organs. Therefore, mutual influence and coordinated 
changes in the development of pathological and 
reparative processes often attract attention. First of all, 
we are talking about the interaction between the spleen 
and the liver within the framework of the so-called 
hepatic-spleen axis [1]. The basis of this interaction 
is the portal circulation linking the spleen and liver, 
as well as the presence of common barrier and 
immune functions [1]. Despite the direct connection 
of the liver and spleen, the specific mechanisms of 
mutual influence of these organs, including reparative 
processes, remain poorly understood [2].

Most studies of the hepatic-spleen axis have been 
performed in patients with liver cirrhosis of various 
etiologies or on appropriate models in laboratory 
animals. In this regard, special attention was paid 
to the factors of liver Ito cell activation, which are 
responsible for the excessive production of intercellular 
substance components [3]. It has been found that during 
the development of hepatitis and cirrhosis both in 
experiment [4] and in patients [5] there is an activation 
of TGFb1 synthesis by macrophages of the red pulp 
of the spleen, which reaches the liver through the 
portal vein, where it activates Ito cells (hepatic stellate 
cells). In other works, on the contrary, the potential 
possibility of favorable influence of spleen on reparative 
processes in the liver is shown. Thus, it was found that 
in the spleen there is an increase in gene expression of 
a number of interleukins, as well as hepatocyte growth 
factor HGF after liver resection [6, 7]. Probably, the 
spectrum of biologically active substances synthesized 
in the spleen is much wider in the spleen after liver 
resection; however, this issue remains poorly studied.
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In addition to being a source of synthesis of 
cytokines and growth factors regulating inflammation 
and reparative processes, the spleen can also serve as 
a source of migrating cells. Currently, there is evidence 
that the spleen deposits monocytes, from where they 
migrate to the focus of damage, which was shown in the 
model of ischemic myocardial and brain damage [8, 9].

It is well known that monocytes/macrophages as 
well as other leukocytes migrate to the liver after it 
has been damaged by toxic substances or resection 
[10–12]. There are no data on the role of the spleen in 
this process, as well as there are no studies on the state 
of the monocyte/macrophage population of the spleen 
during liver regeneration. Purpose of research: based 
on the given data, the interaction between the spleen 
and the liver after its resection remains poorly studied. 
Thus, the aim of our work was to study the state of 
spleen monocyte-macrophage population after liver 
resection, as well as the proliferative activity of spleen 
cells during liver regeneration.

Materials and methods

Animals
Male mice of the C57Bl line, weight 20–22 g, 

obtained from the animal nursery «Stolbovaya» 
(Chekhov, Moscow region, Russia) of the Federal State 
Budgetary Institution of Science «Scientific Center 
for Biomedical Technologies of the Federal Medical 
and Biological Agency» were used. Animals were kept 
in plastic cages at 22   ±   1 °C under natural light with 
free access to standard food for laboratory rodents and 
water. The conditions of laboratory animals were in 
accordance with the USSR Ministry of Health Order No. 
755 of 12.08.1977 and the European Convention for the 
Protection of Vertebrate Animals Used for Experiments or 
Other Scientific Purposes (Strasbourg, March 18, 1986).

Experimental model
In male C57bl/10 mice (n  =  18), a 70 % resection 

was performed under general isoflurane anesthesia 
according to the method of Higgins and Anderson [13]. 
The operation was performed from 10.00 p. m. to 11.00 

p. m. p. m. Animals were removed from the experiment 
after 24h, 72h and 7 days using CO2‑chamber. Intact 
(n  =  6) as well as falsely operated animals (n  =  15) were 
used as controls. All experiments were performed in 
accordance with the Geneva Convention «Internetional 
Guiding Principals for Biomedical Involving Animals» 
(Geneva, 1990), as well as the Helsinki Declaration of 
the World Medical Association on Humane Treatment 
of Animals (edition of 2000) The study was approved 
by the Bioethics Commission of the FGBNU Research 
Institute of Human Morphology (Protocol no. 29 (5), 
dated 08.11.2021).

Immunohistochemical study
Spleen fragments were rapidly frozen in liquid 

nitrogen, then cryosections were prepared and incubated 
with the first antibodies for 12 h, then for 1 h with 
the corresponding second antibodies conjugated with 
fluorophores (FITC or PE) (1:200, Abcam, UK). 
Antibodies against Ki67 (1:100, Abcam, UK) were 
used to examine cell proliferation, and antibodies against 
CD68 (1:100, Abcam, UK), against CD163 (1:100, 
Abcam, UK), and against CD206 (1:100, Abcam, UK) 
were used to detect the macrophage population. nuclei 
were dock-stained with 4′,6‑diamidino‑2‑phenylindole 
(DAPI, Sigma-Aldrich Co LLC). On cryosections 
stained with one or another antibody, an index of the 
corresponding positively stained cells was determined 
as the ratio of labeled cells to the total number of cells 
studied. For each index at least 3000 cells were studied, 
the index value was expressed in %.

Flow cytofluorimetry analysis
In animals removed from the experiment, the 

spleen was removed and placed in Hanks’ solution 
(PanEco, Russia). The organ was washed twice with 
Hanks’ solution. The leukocyte fraction was separated 
from the stromal fraction using a 40 μm nylon filter 
(SPL LifeScience, South Korea). Spleen tissues were 
mechanically disaggregated, minced and incubated in 
0.05 % solution of collagenase cocktail of types 1 and 
4 (PanEco, Russia) for 25 min at 37 °C on an orbital 
shaker. The resulting cell suspension was passed through 
a 100 μm nylon filter (SPL LifeScience, South Korea) 
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and was washed twice from enzymes in Hanks’ solution 
containing 10 % fetal calf serum (PAA Lab., Austria) 
(500 g, 10 min, 20 °C). Erythrocytes were then lysed 
with Red Blood Cell Lysis Solution (Miltenyi Biotec, 
Germany) according to the manufacturer’s protocol.

Immunophenotyping of the obtained cells was 
performed according to the following markers: Ly6C, 
F4/80, CD115. Cells were incubated with antibodies 
according to the manufacturer’s protocol. Cells were 
then washed in PBS, resuspended in 0.3 ml PBS and 
transferred to flow cytometry tubes for analysis on a BD 
FACSAria III instrument (Becton Dickinson, USA). At 
least 10,000 cells were analyzed in each measurement.

For immunophenotyping of macrophages, 
a number of markers reflecting one or another of their 
functions have been selected. Ly6C, a protein thought 
to be essential for monocyte migration, CD115 is 
a receptor for M–CSF. CD68 (macrosialin) is a key 
protein involved in endocytosis, recognizes lectins 
and selectins, which allows the macrophage to move 
on selectin-containing surfaces, including the surface 
of other cells [14]. CD163 scavenger receptor of 
hemoglobin-haptoglobin complexes, is also able to bind 
to bacteria [15]. CD206 receptor recognizes terminal 
residues of mannose, N-acetylglucosamine and fucose 
on glycans attached to proteins of some microorganisms, 
anti-inflammatory function includes binding and 
removal from the bloodstream of glycoproteins released 
during inflammation (hydrolases, tissue plasminogen 
activator, neutrophil myeloperoxidase) [16].

Statistical analysis. The obtained data were 
analyzed using SigmaStat 3.5 software (Systat Software 
Inc., USA). Comparison of two samples was performed 
using the Mann-Whitney (U) criterion. For comparison 
of more than two groups, a ranked one-factor analysis 
of variance was used. Differences were considered 
statistically significant at p ˂  0.05.

Results and Discussion
The hepatic-spleen axis of interorgan interaction 

was first discovered and studied in developing liver 
fibrosis. In such conditions, removal of the spleen, as 
a rule, had a favorable effect on the liver — a decrease 

in the severity of fibrotic changes was noted [1, 17]. 
The following mechanism was supposed. During the 
development of hepatitis of various etiologies and 
subsequent fibrosis there is a permanent death of 
hepatocytes. Their decay products get into the systemic 
bloodstream and reach the spleen, where they stimulate 
the secretion of various cytokines and growth factors, 
primarily those that support a high level of inflammation 
and excessive formation of connective tissue in the 
liver [4, 5]. Cytokines synthesized in the spleen reach 
the liver through the portal vein and cause a new wave 
of cell death of hepatocytes. Thus, the circle is closed. 
Splenectomy removes the source of cytokines damaging 
the liver, thus breaking the vicious circle [2].

However, the effect of the spleen on the liver 
is not so unambiguously negative. Liver resection 
led to changes in cytoarchitectonics of the spleen. 
First of all, liver resection led to a statistically 
significant decrease in the proliferative activity of 
spleen cells. The decrease in the number of Ki67+ 
cells was observed both in the red and white pulp. 
The proliferative activity in the red pulp significantly 
decreased 1 day after liver resection, 3 and 7 days after 
the operation did not differ from the control values 
(Figure 1). In white pulp there was a longer decrease 
in the number of Ki67+cells, proliferative activity 
returned to control values only by 7 days (Figure 1). 
Probably, liver resection has a depressing effect on 
hematopoiesis in the spleen, in connection with which 
defense mechanisms are activated in it [18].

Liver resection resulted in changes in the 
monocyte-macrophage population in the spleen. When 
analyzing histological preparations, it can be noted 
that CD68 + cells are localized in the red pulp, as well 
as CD163 + cells, while CD206+ cells are associated 
mainly with lymphoid nodules. This distribution of 
macrophages is characteristic of both the spleens of 
control and experimental animals. Liver resection did not 
significantly affect the topography of the indicated types 
of macrophages. Only 1 day after liver resection, one 
can note an increase in the number of CD206+deprived 
lymphoid nodules. In case of CD163+cells, 1 day after 
liver resection, staining with appropriate antibodies 
gave brighter glowing.
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The study using flow cytometry revealed significant 
changes in the population of spleen macrophages in 
response to liver resection. It was found that in the total 
spleen cell population the number of CD115+ cells was 
significantly lower compared to the control only after 
1 day, Ly6C + cells throughout the study period, and 
F4/80 + cells at 3 and 7 after liver resection (Figure 2). 

Similar data were obtained in those studies showing 
migration of deposited monocytes from the spleen into 
damaged organs [8, 9]. Thus, it can be assumed that 
during liver regeneration the monocytes migrating to 
the liver were also deposited initially in the spleen.

Fig. 1. Cell proliferation activity in the spleen during liver regeneration after 70 % resection. IS — intact spleen,  
SO — sham-operated control, RP — spleen of animals in which liver resection was performed, scale bars — 50 µm, diagrams show 

average values   ±   st. deviation, * — statistically significant difference compared to sham-operated control (p  <  0.05),  
# — statistically significant difference compared to intact control (p  <  0.05)

Fig. 2. The state of the monocyte-macrophage system in the spleen during liver regeneration after 70 % resection. IS — intact 
spleen, SO — sham-operated control, RP — spleen of animals in which liver resection was performed, scale bars — 50 µm, 

diagrams show average values   ±   st. deviation, * — statistically significant difference compared to sham-operated control 
(p  <  0.05), # — statistically significant difference compared to intact control (p  <  0.05).
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The very fact of monocyte migration into the 
regenerating liver can be considered as a positive effect 
of the spleen. Block of monocyte/macrophage migration 
into the liver after its resection leads to a slowdown of 
regenerative processes in it [19].

Thus, the accumulated data indicate both possible 
positive and negative effects of the spleen on reparative 
processes in the liver. What are such contradictions 
connected with? In our opinion, with the nature of those 
injuries, in which reparative processes in the liver and 
their interrelation with the spleen were studied. In those 
cases, when there is a pronounced death of hepatocytes, 
such as in hepatitis, liver fibrosis, the spleen becomes an 
additional source of synthesis of damaging cytokines, 
its removal stimulates reparative processes in the 
liver. In case of liver resection the level of cell death 
of hepatocytes is minimal [20], no products of their 
death enter the spleen through the systemic blood flow, 
and there is no excessive production of proinflammatory 
cytokines in the spleen. At the same time, if the spleen is 
removed under conditions of liver resection, it can lead 
to impaired migration of monocytes or any biologically 
active substances and, as a consequence, to impaired 
reparative processes. Probably, this partly explains the 
results of those works, in which the negative effect 
of splenectomy on the state of the liver in norm and 
regeneration after 70 % resection was shown [21–23].

Conclusion
Liver  resect ion causes  changes  in  the 

cytoarchitectonics of cell populations of the spleen. First 
of all, there is a decrease in the activity of proliferative 
processes in it, as well as changes in the state of the 
monocyte-macrophage system. A decrease in the content 
of CD115 + and F4/80 + cells in the spleen was found, 
which indirectly indicates the migration of monocytes/
macrophages after liver resection.
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Аннотация. Актуальность. В настоящее время все большее внимание исследователей привлекает участие клеток 
иммунной системы в регуляции репаративных процессов. Между печенью и селезенкой существует анатомическая 
связь посредством портальной вены. Таким образом, через портальную вену в печень из селезенки могут поступать 
цитокины и других биологически активных веществ, а также мигрировать клетки. Однако конкретные механизмы 
взаимного влияния указанных органов, в том числе при репаративных процессах, остаются мало изученными. Целью 
настоящей работы было изучить состояние моноцитарно-макрофагальной популяции селезенки после резекции печени, 
а также пролиферативная активность клеток селезенки при регенерации печени. Материалы и методы. В работе была 
воспроизведена модель регенерации печени после 70 % резекции у мыши. Животных выводили из эксперимента через 
1 сут., 3 сут. и 7 сут. Иммуногистохимически выявляли маркер клеточной пролиферации Ki67, состояние моноцитарно-
макрофагальной популяции селезенки оценивали по маркерам Ly6C, CD115, CD68, CD163, CD206 и F4/80 методами 
иммуногистохимии и проточной цитометрии. Результаты и обсуждение. Регенерация печени оказывала выраженной 
влияние на цитоархитектонику селезенки. Через 1 сутки после резекции печени в селезенке наблюдали снижение доли 
Ki67+клеток, по данным проточной цитометрии обнаружено уменьшение числа CD115+клеток, через 3 и 7 суток умень-
шение числа F4/80+ макрофагов. Выводы. Резекция печени вызывает изменения и в состоянии клеточных популяций 
селезенки. В первую очередь, к снижению активности пролиферативных процессов в ней, а также к изменению состояния 
моноцитарно-макрофагальной системы. Установлено снижение содержания CD115+ и F4/80+клеток в селезенке, что 
косвенно свидетельствует о миграции моноцитов/макрофагов после резекции печени, что также может оказывать влияние 
на течение репаративных процессов в печени.
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Abstract. Relevance. Macrophages are the leading regulatory cell-lineage taking part in reparative processes in mammals, 
and the liver is no exception. The ratio of monocyte migration, proliferation and death of macrophages during liver regeneration 
requires further studies. The aim was to quantify the intensity of monocyte migration, cell proliferation and apoptosis of resident 
liver macrophages after its 70 % resection in a mouse model. Materials and Methods. We performed 70 % liver resection in sexually 
mature male BalbC mice. Cells of liver monocyte-macrophage system were obtained by magnetic sorting by marker F4/80. The 
immunophenotype of the isolated cells was further studied by cytofluorimetry, the level of proliferation and cell death, the content 
of cyclins and P53 was determined by western blot. Results and Discussion. It was found that after partial hepatectomy there is 
a marked migration of monocytes/macrophages positive for Ly6C and CD11b markers to the liver, the migration process starts already 
in the first day after the operation. On the same terms there is a rise in proliferative activity of macrophages, established by Ki67 
marker, the peak of proliferation — 3 days after partial hepatectomy. A significant increase in the number of dying macrophages was 
found early after liver resection. Conclusion. The obtained data indicate that liver regeneration in mammals on the model in mice is 
accompanied by proliferation migration and cell death of macrophages. Taking into account the immunophenotype of macrophages, 
we can conclude that Ly6C+ blood monocytes migrate to the liver, and resident macrophages participate in proliferation. The 
obtained data confirm the universality of the course of reparative processes in mammals.
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Introduction
Regeneration is an inherent property of all living 

organisms. Considering the regenerative ability of 
animals, it is possible to pay attention to the fact that 
it acquires the most diverse forms in the course of 
phylogenesis. However, despite the differences in the 
course of the regenerative process in different animals, 
many similar features are also identified: activation 
of similar signaling pathways, the presence of cell 
dedifferentiation/transdifferentiation, proliferation 
and cell death [1]. An integral part of the regeneration 
process in highly organized multicellular animals is 
the involvement of macrophages [2–4]. Given the 
large number of similarities, many researchers have 
suggested that the regenerative capacity in animals is 
homologous [1, 5].

The liver is characterized by a significant capacity 
for regeneration. At the same time, the reparative process 
in the liver is characterized by the same features as 
regeneration in other classes of animals: activation of 
signaling pathways regulating the processes of liver 

development and growth, activation of cell death, cell 
proliferation, and, in case of viral or toxic damage, cell 
transdifferentiation processes [6].

A huge role in the regulation of liver regeneration 
is attributed to macrophages, which is the subject of 
many studies [7]. Two types of models are usually 
used to study liver regeneration: after parenchyma 
resection and after toxic damage. The population of 
liver macrophages has been characterized in the most 
detail in the reparative process after toxic damage 
[8, 9]. It has been shown that monocytes migrate to 
the liver during toxic damage, and both migrating 
monocytes and macrophages formed from them and 
resident macrophages (Kupffer cells) are necessary for 
reparative processes [8, 9].

Data on the role of macrophages of medullary 
origin in mammalian liver regeneration after resection 
are contradictory [10]. Some studies indicate the absence 
of migration of medullary macrophages in the liver 
after removal of part of the parenchyma [11–13], while 
others show such a possibility [14, 15].



Grinberg MV et al.  RUDN Journal of Medicine. 2023;27(4)

451PHYSIOLOGY. EXPERIMENTAL PHYSIOLOGY

The aim of this work was to quantify the intensity 
of monocyte migration, proliferation and cell death of 
resident liver macrophages after its 70 % resection in 
a mouse model.

Materials and methods
Animals

Male mice of the BalbC line, weight 20–22 g, 
obtained from the «Stolbovaya» animal nursery 
(Chekhov, Moscow region, Russia) were used. The 
animals were kept in standard vivarium conditions. The 
conditions of laboratory animals were in accordance 
with the «International recommendations for conducting 
biomedical research using animals» of 1985, the rules 
of laboratory practice (Order of the Ministry of Health 
of Russian Federation 16.06.2003 № . 267), the Geneva 
Convention «Internetional Guiding Principals for 
Biomedical Involving Animals» (Geneva, 1990), as 
well as the European Convention for the Protection of 
Vertebrate Animals Used for Experimental or Other 
Scientific Purposes (Strasbourg, 1986).

Experimental model
In mice (n = 76), a 70 % resection was performed 

under general isoflurane anesthesia according to the 
method of Higgins and Anderson [16]. The surgery was 
performed from 10.00 p. m. to 11.00 p. m. p. m. Animals 

were removed from the experiment after 0h, 24h, 72h 
and 7 days. Intact (n  =  25) as well as falsely operated 
animals (n  =  27) were used as controls. The study was 
approved by the bioethics commission of the FGBNU 
Research Institute of Human Morphology (Protocol 
no. 3, dated 01.02.2019).

Kupffer cell isolation
Kupffer cells were isolated on a MidiMACS™ 

Separator magnetic sorter using LS Columns (Miltenyi 
Biotec, Germany) and Anti-F4/80 MicroBeadsUltraPure 
magnetic microparticles (Miltenyi Biotec, Germany) 
according to the manufacturer’s recommendations.

Flow cytofluorimetry analysis
The isolated macrophages were prepared for 

staining using InsideStainKit (Miltenyi Biotec, 
Germany). The antibodies used and the corresponding 
serotypic controls are summarized in Table 1. Antibodies 
were selected to assess the purity of the cells obtained 
by cell sorting — pan-macrophage marker F4/80 (cell 
adhesion protein) was used, as well as monocytic (bone 
marrow origin) macrophage markers — CD11b (integrin 
alpha-M involved in adhesion and endocytosis), Ly6C — 
a protein thought to be essential for monocyte migration. 
The analysis was performed on a Cytomics FC 500 
cytofluorimeter (BeckmanCoulter, USA).

Table 1
Antibodies for flow cytofluorimetry

Antibodies Isotypic control Isotypic control

CD11b-VioBright FITC, mouse (clone: REA592) REA Control-VioBright FITC Miltenyi Biotec

Ly‑6С-PE, mouse Rat IgG2a-PE Miltenyi Biotec

Anti-F4/80-PerCP-Vio700, mouse REA Control-PerCP-Vio700 Miltenyi Biotec

Ki67-PE, anti-human/mouse, REAfinity™ REA Control Antibody (I), human IgG1, PE, REAfinity™ Miltenyi Biotec

Proliferative activity of macrophages
Proliferation activity was determined using Ki67 

marker. Appropriate antibodies and isotypic control for 
flow cytometry are listed in Table 1.

Cell death activity
The level of cell death was examined by flow 

cytometry using the ANNEXIN V — FITC Kit — 
Apoptosis Detection Kit (Beckman Coulter, USA).
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Western blot analysis
The amount of protein was determined by 

Western blotting according to the previously 
described method [11]. Proteins were isolated using 
MicroRotoforCellLysiskit (Bio-Rad Laboratories, Inc., 
USA). Proteins were transferred to membranes using 
Trans-Blot® Turbo™ RTA Mini LF PVDF TransferKit 
(Bio-Rad Laboratories, Inc., USA). Membranes were 
stained with first antibodies at a dilution of 1:100 
(Abcam, UK). Then with second antibodies conjugated 
to horseradish peroxidase Immun-StarGoatAnti-Rabbit 
(GAR)-HRP Conjugate (Bio-Rad Laboratories, Inc., 
USA). The stained membranes were analyzed using 
ImageLab (Bio-Rad Laboratories, Inc., USA).

Statistical analysis
The results were analysed in SigmaStat 3.5 software 

(Systat Software Inc., USA), using ranked one-factor 
analysis of variance with post-hoc analysis. Differences 
were considered statistically significant at p ˂   0.05.

Results and Discussion

Immunophenotype of macrophages  
of regenerating liver

The phenotype of isolated macrophages from both 
intact and resected liver was studied, and it was found 
that 88.6  ±  6.2 % of cells carried the F4/80+ marker, 
approximately 4.7  ±  0.96 % of cells expressed Ly6C, 
5.4  ±  1.0 % of cells were CD11b+(Fig.1 A, B). These 
results indicate that under normal conditions, the mouse 
liver macrophage population is represented almost 
exclusively by resident macrophages, Kupffer cells.

Liver  resect ion markedly affected the 
immunophenotype of its macrophages. The greatest 
changes concerned the cells expressing CD11b and 
Ly6C. The number of Ly6C+ cells in the liver significantly 
increased 1 day after resection (11.7  ±  1.2 %) and increased 
up to 7 days after the operation (22.25  ±  1.3 %). Similar 
dynamics was observed in CD11b+ cells: there was a sharp 
increase by 3 days after resection (74,5  ±  1,1 %), by 7 
days the number of CD11b+ cells decreased, but remained 
above the control value (Fig.1 A, B). The participation of 

macrophages in regeneration is a highly conserved cellular 
mechanism of reparative processes, which is indicated 
by comparative studies conducted on representatives of 
several classes of vertebrates [4, 17].

As a rule, many macrophages of monocytic 
(medullary) origin migrate to the damaged organ during 
regeneration [4]. However, under normal conditions, the 
mammalian liver contains the most numerous population 
of macrophages, including those leading their origin 
from erythro-myeloid precursors of the yolk sac wall. 
At the same time, different authors in the study of liver 
regeneration have used markers that are expressed to 
a greater or lesser extent by both resident macrophages 
and those of bone marrow origin [14], or markers that are 
present not only in monocytes but also in other cells of 
the myeloid lineage [15]. In this regard, for a long time, 
due to the lack of specific markers reflecting the origin 
of macrophages, it was problematic to reliably estimate 
the extent of macrophage migration to the liver.

A great number of studies on mammalian liver 
regeneration have been performed on the model of 70 % 
liver resection. Due to the absence of a pronounced 
alteration phase in such damage, the question of the 
participation of macrophages of medullary origin in 
liver regeneration after resection remains debatable 
and poorly studied [11–14].

Based on the dynamics of Ly6C+ cells established 
in our study, we can conclude that a large number of 
monocytes/macrophages of medullary origin migrate into 
the regenerating liver after 70 % resection. The findings 
are in general agreement with those of Nishiyama et al. 
(2015), in which bone marrow-derived macrophages were 
detected using the marker CD11b [14]. At the same time, 
we found that the proportion of CD11b+ cells out of the 
total number of isolated F4/80+ cells on the 3rd day after 
resection reached 70 %, which exceeds the number of 
Ly6C+macrophages on the 3rd day. One of the reasons 
for this phenomenon may be the change in the level of 
CD11b expression in resident liver macrophages under the 
influence of LPS [14,19]. The migration of granulocytes 
(eosinophils and neutrophils) into the regenerating liver 
together with monocytes/macrophages of bone origin 
cannot be excluded, which is important for mammalian 
liver regeneration [19].
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Fig. 1. Immunophenotype of macrophages in the regenerating liver according to flow cytometry. The abscissa axis shows 
the timing of liver regeneration (days); the ordinate axis shows the proportion of macrophages expressing the marker under 

study (%). Data are presented as mean values   ±   standard deviation, * — p  <  0.05 statistically significant differences relative 
to intact control (Int)

Proliferation dynamics
When studying the level of proliferation dynamics 

using Ki 67 marker in the liver after 70 % resection it 
was found that statistically significant increase of Ki67+ 
macrophages was observed 1 day after resection, the 
highest value of this index was reached 3 days after the 
operation (36,9  ±  5,9 %), significantly increased number 
of Ki67+ macrophages remained till 7 days after the 
operation (Fig. 2 A). At the same time, the content of 
Cyclin D1 protein in macrophages of regenerating liver 
did not change, and the level of Cyclin E protein was 
statistically significantly increased 7 days after liver 
resection (Fig. 2B).

In addition to migration, the number of 
macrophages in the reparative process depends on 
the level of their proliferation and cell death. The 
model of Th2‑inflammation of the peritoneum 
caused by the nematode Litomosoides sigmodontis 
invasion is an example of the extreme expression 
of the proliferation contribution to the increase in 
the number of macrophages [20]. In the same study, 

it was noted that even under physiologic normal 
conditions, a significant proportion of resident 
peritoneal macrophages are in the mitotic cycle [20]. 
Macrophage proliferation plays a significant role 
in reparative processes in the liver as well. On the 
model of mice liver damage by paracetamol it was also 
established that exactly resident macrophages were 
characterized by the expressed proliferative ability in 
comparison with monocyte-derived macrophages, and 
the peak of macrophage proliferation in the conditions 
of this model is noted on the 3rd day [8]. It is believed 
that in rats after 70 % resection the peak proliferation 
of resident macrophages is noted after 2 days [21], 
similar data were obtained in conditions of liver 
resection of more than 80 % [11]. It is known that in 
mice hepatocyte proliferation during liver regeneration 
after resection starts later compared to other laboratory 
animals [22]. Our data are in agreement with this: the 
peak of macrophage proliferation is observed on the 
3rd day after liver resection [8].
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Cell death of macrophages of regenerating liver
Macrophages dying by apoptosis are found in the 

liver mainly only 1 day after surgery, the number of PI+ 
AnnexinV+ was about 11 %, and then sharply decreased 
(Fig. 3A). Meanwhile, a decrease in p53 protein levels 
in macrophages was observed after liver resection in 
mice (Fig. 3B).

The timing of the increase in the apoptosis activity 
of liver macrophages after 70 % resection is consistent 
with toxic models of liver injury [8], indicating, first 
of all, that it is the resident liver macrophages that die 
after liver resection.

Fig. 2. Proliferation activity (A), relative content of factors regulating the proliferation of macrophages in the regenerating liver (B). 
On the abscissa axis is the timing of liver regeneration (days), on the ordinate axis is the proportion of macrophages expressing 

the marker under study (%) or the relative level of protein. Data are presented as mean values   ±   standard deviation, * — p  <  
0.05 statistically significant differences relative to the intact liver (Int)
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Fig. 3. Cell death activity (A), relative content of factors regulating cell death of macrophages in the regenerating liver (B).  
On the abscissa axis is the timing of liver regeneration (days), on the ordinate axis is the proportion of macrophages expressing 

the marker under study (%) or the relative level of protein. Data are presented as mean values   ±   standard deviation, 
* — p  <  0.05 statistically significant differences relative to the intact liver (Int)

Conclusion
The obtained data testify to the universality of the 

course of reparative processes in mammals regardless 
of their localization, as it was found that liver resection 
causes migration of Ly6C+CD11b+monocytes into the 
damaged organ, activation of proliferation and death of 
resident macrophages. The loss of resident macrophages 
is restored by their proliferation.
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репаративных процессов у млекопитающих, не является исключением и печень. Соотношение миграции моноцитов, 
пролиферации и гибели макрофагов при регенерации печени требует дальнейших исследований. Цель исследова-
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ния — количественно оценить интенсивность миграции моноцитов, клеточного размножения и апоптоза резидентных 
макрофагов печени после ее 70 % резекции на модели у мыши. Материалы и методы. Выполняли 70 % резекцию 
печени у половозрелых самцов мышей линии Balb C. Клетки моноцитарно-макрофагальной системы печени получали 
с помощью магнитного сортинга по маркеру F4/80. Далее изучали иммунофенотип выделенных клеток с помощью 
цитофлуориметрии, уровень пролиферации и клеточной гибели, содержание циклинов и Р53 определяли методом 
вестерн-блот. Результаты и обсуждение. Установлено, что после частичной гепатэктомии наблюдается выраженная 
миграция моноцитов/макрофагов положительных по маркерам Ly6C и CD11b в печень, процесс миграции начинается 
уже в первые сутки после операции. На этих же сроках отмечается подъем пролиферативной активности макрофагов, 
установленный с помощью маркера Ki67, пик пролиферации — 3 сутки после частичной гепатэктомии. В ранние сроки 
после резекции печени обнаружено значимое увеличение числа гибнущих макрофагов. Выводы. Полученные данные 
свидетельствуют о том, что регенерация печени у млекопитающих на модели у мышей сопровождается миграцией, 
пролиферацией и клеточной гибелью макрофагов. Учитывая иммунофенотип макрофагов, можно заключить, что 
в печень мигрируют Ly6C+ моноциты крови, а в пролиферации участвуют резидентные макрофаги. Полученные данные 
подтверждают универсальность течения репаративных процессов у млекопитающих.

Ключевые слова: печень, регенерация, макрофаги, миграция, пролиферация, апоптоз
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Experimental models of tumor growth in soft tissue sarcomas
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Abstract. Soft tissue sarcomas are rare tumors (about 1 % of all malignant neoplasms) and include more than 70 histological 
subtypes, the pathogenetic features of which remain unclear. This is largely due to both quantity and volume of clinical material 
and high heterogeneity of the disease. Given the rarity and heterogeneity of each individual subtype of soft tissue sarcoma, there 
is an urgent need to develop universal model systems to understand the molecular changes that determine tumor biology. Such 
systems include CDX models (cell line-derived xenograft), created from cell lines, PDX (patient-derived xenograft), obtained 
from primary tumor/metastasis cells, both a whole fragment of surgical material and from a cell suspension; humanized animals 
containing various human immune cells, and GEM (genetically engineered mouse) models, which are created through transfection 
of genetic changes characteristic of different subtypes of soft tissue sarcomas. To create these systems, not only widely available 
mouse models are used, but also other animals, such as fish (Danio rerio), rats, pigs, and dogs. Another important goal of using 
animal models is to screen the effectiveness of modern drugs. To date, treatment of various subtypes of soft tissue sarcomas is 
based on standard protocols of chemotherapy (doxorubicin, epirubicin, dacarbazine, ifosfamide) and surgical resection. In the 
case of inoperable forms or late stages of soft tissue sarcomas, animal models are a potential tool in predicting the effectiveness 
of therapy and personalized selection of treatment regimens. In this regard, studies of the mechanisms of targeted action on 
specific molecules and the use of humanized animals for the development of new approaches to immunotherapy are of particular 
relevance. The current review discusses animal model systems of the three most common types of soft tissue sarcomas: 
liposarcomas, undifferentiated pleomorphic and synovial sarcomas, as well as the use of these models to find new therapeutic 
solutions. Conclusion. Currently, PDX and GEM models are widely used to identify molecules and signaling pathways involved 
in the development of sarcomas, identify tumor-initiating cells, and assess the chemoresistance of known drugs and new drugs 
at the level of the entire tumor ecosystem. However, the key problems of animal models of soft tissue sarcomas remain changes 
in their composition and phenotype compared to the original tumor, poor survival of surgical material, and lack of cellular 
immunity in immunocompetent models, high cost, and the length of time it takes to create and maintain the model. A solution 
to one of the problems may be the use of humanized animals with PDX, which implies the presence in the model of immune, 
stromal and tumor components that are as close as possible to the human body.
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Introduction
Sarcoma is a rare tissue disease of mesenchymal 

origin that forms in bones, adipose tissue, joints and 
muscles and is divided into two main groups: soft 
tissue sarcomas (STS) (more than 70 types) and bone 
sarcomas (osteosarcoma, chondrosarcoma and Ewing 
sarcoma) [1]. The biology of sarcomas remains poorly 
understood due to high heterogeneity, different origins 
and histology, but a common feature is a poor prognosis 
in patients with advanced disease [2].

Given the rarity of each individual subtype of 
STS and the heterogeneity of the disease, there is an 
urgent need to develop model systems to understand 
the molecular changes that determine tumor biology, 
diagnosis, prognosis and the effectiveness of disease 
therapy. However, the limited number of model systems 
available in oncology makes the selection of suitable 
models even more challenging. Well-known mouse 
models are successfully used in preclinical studies of 
new therapeutic agents and selection of therapy for 
various oncological diseases [3–9]. Therefore, it is 
advisable to use these models to study various subtypes 
of sarcomas as well. In addition to the widely available 
mouse models, other animals, such as Danio rerio 
fish, rats, pigs and dogs, can serve as platforms for 
testing hypotheses about genetic factors contributing 
to the initiation and/or progression of cancer and, to 

a sufficient extent, reflect intertumor heterogeneity 
[10–13]. Thus, despite high heterogeneity and low 
incidence of STS, in recent decades various biological 
systems have been developed to model the disease in 
order to identify pathogenetically significant signaling 
pathways, mutations and markers and to develop new 
methods of antitumor therapy.

STS in vivo models
Information on the population composition of 

STS is mainly obtained from in vitro studies [14, 15], 
which use various cell lines: primary, immortalized and 
3D cultures [16–18]. However, it is well known that 
when cells adapt to artificial culture conditions, they 
proliferate faster than parental tumor cells, acquiring 
new phenotypic characteristics that change their 
characteristics and therapeutic response [14]. Therefore, 
it is more expedient to study tumor cells biology and 
evaluate treatment effectiveness in a living organism.

Modeling a tumor disease in vivo involves methods 
of engrafting tumor cells into laboratory animals. Such 
models are divided into 2 types: «cell line-derived 
xenograft» (CDX) — a xenograft obtained from a cell 
line, and «patient-derived xenograft» (PDX) — a model 
obtained from primary tumor/metastasis cells. Both 
models are representative and predictive for basic and 
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translational research [19, 20]. Although CDX is still the 
most commonly used model due to its wide availability 
and ease of use, PDX is the most effective in terms of 
translational potential.

Another approach to modeling sarcomas in vivo, 
when tumor cell transplantation is not necessary, is to 
induce de novo sarcomagenesis in immunocompetent 
mice. Such environmentally induced (EIM) and 
genetically engineered mouse (GEM) models are 
applicable to specific subtypes of STS, but their 
development is complex and time-consuming. EIM 
models are obtained by exposure to various physical 
factors (for example, intramuscular injection of 
cardiotoxin and barium chloride), while GEM models 
are created through transfection of genetic changes 
characteristic of sarcomas [21, 22]. These model 
systems have made it possible to expand knowledge 
about oncogenic, tumor suppressor and other signaling 
pathways associated with the development of sarcomas.

Experimental models of liposarcomas
Liposarcomas are tumors of adipose tissue and are 

divided into several subtypes, among which the common 
ones are well-differentiated and dedifferentiated 
liposarcomas. The diagnosis of each subtype is based 
on anatomical location, clinical presentation and 
histology, and is characterized by a distinctive set of 
genetic features [23, 24]. However, well-differentiated 
and dedifferentiated liposarcoma may represent the same 
subtype, since both are associated with amplification 
in the chromosomal region 12q13–15, which causes 
overexpression of the MDM2 and CDK4 genes [25].

A well-differentiated liposarcoma has a low 
incidence of metastasis and indolent course and can be 
considered a low-grade tumor, while other subtypes of 
liposarcoma demonstrate a high metastatic potential [25]. 
Liposarcomas vary in location, but most often they are 
observed in the retroperitoneum. This pattern facilitates 
modeling in vivo, since the introduction of tumor cells into 
the abdominal cavity is a routine method for obtaining 
intraperitoneal tumors [26].

Typically, when modeling liposarcomas from 
the primary tumor, samples are dissociated into 
a homogeneous cell suspension for the purpose 

of injection into immunocompromised mice [27]. 
The immunocompetent mouse model (nonobese 
diabetic/severe combined immunodeficiency, 
NOD/SCID) has a weakened immune system and is 
considered the most effective for xenotransplantation. 
The tumor suspension can be administered 
subcutaneously (ectopic xenograft) or into a specific 
organ (heterotopic model). Several cases of obtaining 
PDX models have been described, including for 
selecting individual treatment for patients with 
liposarcoma. The development of such models usually 
takes a long time, up to six months, and up to 75 % of 
implanted tumors successfully assimilate in animal 
organisms [28]. PDX models of liposarcomas make 
it possible to select personalized therapy, achieving 
high efficiency [28]. In addition, there are works where 
CDX models of liposarcomas were used to test the 
effectiveness of doxorubicin and cisplatin to predict 
therapeutic response in cancer patients [25].

However, the limited number of suitable animal 
systems, high heterogeneity and low incidence of 
liposarcomas are the main obstacles to obtaining highly 
effective in vivo models of this disease.

Experimental models of undifferentiated 
pleomorphic sarcomas

Undifferentiated pleomorphic sarcomas are the 
most common type and are classified as tumors of 
indeterminate differentiation, predominantly located 
in the upper and lower extremities of the body [29]. 
Surgical intervention leading to disability remains 
the only radical treatment method for this category 
of patients due to low incidence of subtypes of 
undifferentiated pleomorphic sarcoma and lack of large 
clinical trials. However, disorders of the TP53, RB1, 
PTEN, CDKN2A and ATRX genes have been described 
as associated with the development of this type of 
sarcoma and can be considered potential therapeutic 
targets [30–32].

The development  of  animal  models  of 
undifferentiated pleomorphic sarcomas is complicated 
by problems with the availability and quantity of 
clinical material [33]. However, in recent decades, 
primary undifferentiated pleomorphic sarcoma cell 
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lines and corresponding ectopic mouse models 
have been obtained [34, 35]. These model systems 
allowed establishing differences in the effectiveness of 
doxorubicin in vivo and in vitro, thereby emphasizing 
the need to test chemotherapeutic agents not only in 
cell lines, but also in laboratory animals [34].

Another  s tudy showed that  models  of 
undifferentiated pleomorphic sarcoma obtained in 
immunodeficient mice from primary lines were similar 
in histological characteristics and protein expression 
of Ki‑67 and CD31 to patients’ tumor tissues [36]. 
However, the clonal composition of tumors in vivo and 
patients, as well as their transcriptomic features were 
different, which caused differences in the effectiveness 
of doxorubicin, gemcitabine and cisplatin [36].

In addition to the use of tumor cells and primary cell 
lines, there are examples of subcutaneous implantation 
of an intact tumor fragment and the formation of viable 
xenografts that are similar to the original tumors in 
terms of the content of necrotic cells [37]. Such models 
are easily reproducible, in contrast to injection of a cell 
suspension of the primary tumor.

GEM models with pathogenetically significant 
molecular abnormalities make it possible to evaluate 
the growth and development of tumors under natural 
conditions in the body of an experimental animal. For 
instance, a model of undifferentiated pleomorphic 
sarcoma using GEM (red fluorescent protein, RFP+) 
and the introduction of a surgical tumor fragment has 
become a platform for non-invasive imaging of tumor 
growth, migration, cell invasion and screening of 
drug efficacy [38]. A mouse model of undifferentiated 
pleomorphic sarcoma has also been obtained using 
the Cre-loxP and CRISPR-Cas9 genome editing 
systems. The introduction of adenoviral vectors led 
to the spontaneous formation of tumors similar in 
histology, morphology and mutational profile [39]. The 
development of such models is less expensive both time 
and money-wise compared to traditional GEM models.

Thus, experimental models of undifferentiated 
pleomorphic sarcoma, mainly GEM, have allowed the 
development of new therapeutic strategies, including 
organ-preserving treatments to improve the quality of 
life of patients.

Experimental models of synovial sarcoma
Synovial sarcoma accounts for 5 % to 10 % 

of all STS, is characterized by aggressive growth 
and is associated with the t(X,18) chromosomal 
translocation encoding the chimeric SS18-SSX gene 
[40, 41]. Although some synovial sarcomas develop 
near joints, the tumor cells are morphologically 
dissimilar to the synovium, and the tumor precursor 
cell remains unknown to date [42]. Surgical resection 
with or without radiation and/or doxorubicin-based 
chemotherapy is the mainstay of treatment for patients 
with synovial sarcoma [43]. The insufficiency of 
treatment options justifies the relevance of studying 
the molecular mechanisms of this type of sarcoma and 
developing new therapeutic solutions.

Major studies of the pathogenesis of synovial 
sarcoma, like most other tumors, are based on 
the analysis of cell lines, primary tumor cells and 
xenografts. A CDX model of synovial sarcoma has 
been developed using the SW‑982 cell line, which 
is similar to the primary tumor in histological and 
immunohistochemical terms [44]. There are PDX 
models of synovial sarcoma, including those used to 
test the effectiveness of new treatment methods [45–
47]. Recently developed GEM models have 
significantly expanded the scope of preclinical studies 
of synovial sarcoma (Fig.). Although labor-intensive 
and expensive, GEM models based on site-specific 
recombination technology are fundamental tools 
for understanding the pathogenesis and molecular 
biology of cancer [48]. Thus, it has been shown that 
high expression of the chimeric gene SYT-SSX2 is 
associated with the development of synovial sarcoma, 
and myoblasts are potential precursors of tumor cells 
[49, 50]. In another GEM model, after injection of 
the TAT-CRE protein (Cre-loxP genetic engineering 
system), the role of PTEN gene alterations in 
enhancing tumor growth and metastasis of synovial 
sarcoma was proven [51], which is associated with 
low patient survival rates [52]. However, despite these 
advances, the high heterogeneity of synovial sarcoma 
is the main obstacle to the creation of a universal 
model system (Fig.).
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Fig. Different methods for modeling synovial sarcoma in vivo

Application of in vivo models in therapy
One of the primary objectives of animal models 

is to screen for the effectiveness of drugs. To date, 
treatment of various subtypes of STS is based on 
standard protocols of chemotherapy (doxorubicin, 
epirubicin, dacarbazine, ifosfamide), a combination 
of anthracyclines with ifosfamide and/or dacarbazine, 
and surgical resection [53, 54].

Through in vivo models, drug efficacy is screened 
and new therapeutic approaches are actively developed. 
Among such approaches, targeted drugs occupy a special 
place. PDX models of undifferentiated pleomorphic 
sarcoma allow testing potential agents aimed at different 
targets, as the xenograft mimics the disease pattern, 
including invasive growth into surrounding tissues, 
metastasis, and relapse formation after surgery [55]. The 
targeted drug temozolomide demonstrated high efficacy in 
orthotopic PDX models of undifferentiated pleomorphic 
sarcoma. The combination of gemcitabine/docetaxel and 
pazopanib was effective in three of the orthotopic PDX 

models. At the same time, the sensitivity of each subtype 
of undifferentiated pleomorphic sarcoma to drugs was 
individual for each of the models. In other words, each 
subtype of sarcoma was characterized by its own pattern 
of drug sensitivity [56, 57].

An orthotopic PDX model, derived from a primary 
tumor in athymic nude mice and mimicking doxorubicin 
resistance, has also been developed for dedifferentiated 
liposarcoma. This model shows that metabolic exposure 
to recombinant methioninase (rMETase) in combination 
with palbociclib (a CDK4 inhibitor) leads to tumor 
regression [57]. In addition, in synovial sarcoma, 
palbociclib inhibits Rb phosphorylation, causing cell 
cycle arrest in the G1 phase and blocking proliferation. 
Targeting synovial sarcoma at molecular level is 
especially relevant, since, unlike most sarcomas that 
recur and metastasize to lymph nodes, synovial sarcomas 
are characterized by early distant metastasis to the lungs 
[58]. For instance, in models of synovial sarcoma, it 
has been shown that deficiency of INI‑1 (integrase 
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interactor 1) causes the EZH2 protein (enhancer of zeste 
homolog 2) to acquire oncogenic driver properties and 
the ability to specifically bind to the chimeric gene SS18-
SSX1 [47]. Thus, targeting EZH2, for example with the 
drug tazemetostat, is effective in treating patients with 
synovial sarcoma and other types of cancer [47, 59].

The development of advanced humanized animal 
models is necessary to study the cellular and molecular 
factors involved in the immune antitumor response and 
to develop new immunotherapeutic tools [60]. One of 
the main directions in immunotherapy is the blockade 
of immune checkpoints for programmed cell death: 
PD‑1 (programmed cell death protein 1) and PD-L1 
(programmed cell death ligand 1) [61]. Dedifferentiated 
liposarcoma xenografted NOD mice treated with 
pembrolizumab (anti-PD‑1) demonstrated immune 
cell infiltration and subsequent tumor regression [60]. 
Pembrolizumab was also effective in clinical trials 
in the treatment of synovial sarcoma, DDL and 
undifferentiated pleomorphic sarcoma [62]. Another 
example of immunotherapy for synovial sarcoma is the 
use of ipilimumab, which targets the NY-ESO‑1 protein 
(CTAG1B, cancer/testis antigen 1B) [63]. However, 
the immunological features of the microenvironment 
of various types of STS remain poorly understood, and 
further studies, including in vivo models, will identify 
new immunotherapeutic targets.

When discussing the development of new 
approaches to STS treatment, one cannot ignore 
physical methods of influencing the tumor. One of 
them is the ablation method, a non-invasive option 
based on high-intensity focused ultrasound that allows 
tissue to be destroyed thermally or mechanically into an 
acellular homogenate [64]. The safety and effectiveness 
of one ablative method (histotripsy) for the removal 
of superficial STS tumors has been demonstrated in 
large animal models including cats and dogs [64, 65]. 
Treatment and subsequent tumor resection showed that 
histotripsy was well tolerated and very effective in dogs 
with spontaneous STS. It is assumed that histotripsy, in 
addition to physical destruction, can change the tumor 
microenvironment, releasing tumor antigens and leading 
to tumor infiltration by immune cells, thereby causing 
a local and systemic immune response [65]. Another 

method is cryoablation, where the pain is reduced 
through the use of low temperatures [66].

Despite the wide capabilities of in vivo models, 
they have serious disadvantages, including difficulty of 
obtaining, high cost, and the impossibility of recreating 
the structure and cellular composition of the original 
tumor. The latter likely explains the discrepancies in drug 
efficacy obtained between in vivo models and patients. 
For example, the drug olaratumab (a monoclonal antibody 
against PDGF receptor alpha) showed antitumor activity 
in PDX models, but was low effective in clinical trials 
for metastatic sarcoma [67, 68].

Thus, studies of therapeutic approaches in in vivo 
models expand the possibilities for finding new methods 
of treating aggressive and heterogeneous forms of 
STS. Given the low effectiveness of monochemotherapy 
in cases of inoperable forms or late stages of STS, 
animal models are a potential tool in predicting the 
effectiveness of therapy and selecting other treatment 
methods.

Conclusion
Various animal models are indispensable tools 

in oncology, allowing for research to identify the 
molecular and cellular mechanisms of the formation 
and progression of malignancies, identify targets, 
develop drugs and therapeutic tools and test their 
effectiveness. Especially, these models are relevant 
for STS, characterized by high aggressiveness and 
heterogeneity, as well as low frequency of occurrence, 
which complicates the collection of a representative 
amount of clinical material. Currently, PDX and GEM 
models are widely used to identify molecules and 
signaling pathways involved in the development of 
sarcomas, identify tumor-initiating cells, and assess 
the chemoresistance of known drugs and new drugs at 
the level of the entire tumor ecosystem. However, the 
key problems of STS animal models remain changes 
in their composition and phenotype compared to the 
original tumor, poor survival of surgical material, lack 
of cellular immunity in immunocompetent models, 
high cost, and the length of time it takes to create and 
maintain the model. A solution to one of the problems 
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may be the use of humanized animals with PDX, which 
implies the presence in the model of immune, stromal 
and tumor components that are as close as possible to 
the human body. However, developing such models 
is an even more expensive and time-consuming task.
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Экспериментальные модели опухолевого роста  
при саркомах мягких тканей
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Аннотация. Саркомы мягких тканей представляют собой редкие опухоли (около 1 % от всех злокачественных 
новообразований) и включают более 70 гистологических подтипов, патогенетические особенности которых остаются 
до конца невыясненными. Во многом это связано как с количеством и объемом клинического материала, так и с высокой 
гетерогенностью заболевания. Учитывая редкость каждого отдельного подтипа сарком мягких тканей и гетерогенность, 
остро стоит вопрос о необходимости разработки универсальных модельных систем для понимания молекулярных 
изменений, определяющих биологию опухоли. К таким системам относят CDX-модели (cell line-derived xenograft), 
созданные из клеточных линий, PDX (patient-derived xenograft), полученные из клеток первичной опухоли/метастаза как 
целого фрагмента операционного материала, так и из клеточной суспензии; гуманизированные животные, содержащие 
различные человеческие иммунные клетки, и GEM (генно-модифицированные модели), которые создаются посредством 
трансфекции генетических изменений, характерных для различных подтипов сарком мягких тканей. Для создания тест 
систем используются не только широкодоступные мышиные модели, но и другие животные, такие как рыбы Danio rerio, 
крысы, свиньи и собаки. Другой важной задачей применения животных моделей является скрининг эффективности 
современных лекарственных препаратов. На сегодняшний день лечение различных подтипов сарком мягких тканей 
основано на стандартных протоколах химиотерапии (доксорубицин, эпирубицин, дакарбазин, ифосфамид) и хирурги-
ческой резекции. В случае неоперабельных форм или поздних стадий сарком мягких тканей животные модели являются 
потенциальным инструментом в предсказании эффективности терапии и персонализированного подбора схем лечения. 
В этом плане особую актуальность представляют исследования механизмов таргетного воздействия на специфические 
молекулярные мишени и применение гуманизированных животных для разработки новых подходов иммунотерапии. 
В данном обзоре обсуждаются животные модельные системы трех наиболее распространенных типов сарком мягких 
тканей: липосарком, недиференцированных плеоморфных и синовиальных сарком, а также применение данных моделей 
для поиска новых терапевтических решений. Выводы. В настоящее время находят широкое применение PDX и GEM 
модели, позволяющие идентифицировать молекулы и сигнальные пути, вовлеченные в развитие сарком, выявлять опухоль-
инициирующие клетки, оценивать химиорезистентность известных препаратов и новых лекарственных средств на уровне 
целостной опухолевой экосистемы. Тем не менее, ключевыми проблемами животных моделей саркомы мягких тканей 
остаются изменение их состава и фенотипа по сравнению с исходной опухолью, плохая приживаемость операционного 
материала, отсутствие клеточного иммунитета в иммунокомпетентных моделях, дороговизна, длительность создания 
и поддержания модели. Решением одной из проблем может стать использование гуманизированных животных с PDX, 
что подразумевает наличие в модели иммунного, стромального и опухолевого компонентов, максимально приближенных 
к человеческому организму.

Ключевые слова: саркомы мягких тканей, in vivo модели, терапия
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Abstract: Relevance. The increase in allergic and autoimmune diseases observed in recent decades highlights the need for 
therapy and prevention, which requires detailed research into the mechanisms of their occurrence. The onset and progression of 
allergic and autoimmune diseases are influenced by genetic predisposition, lifestyle, environmental factors, and disruptions in 
the coordinated operation of the immune system, and as a consequence of immune homeostasis. Treatment of these diseases is 
primarily symptomatic and often accompanied by undesirable side effects. Immune system disorders in various pathologies have 
their own characteristics for each type of disease, and at the same time have common mechanisms. Considering the presence of 
a large number of various microorganisms in the human body, taking their influence into account is of paramount importance. 
Microorganisms are a source of biologically active molecules, the action of which can either prevent and reduce the severity of 
the disease or exacerbate it. The aim of this study was to analyze the cytokine profile of the effects of fragments of cell walls 
of Gram-negative and Gram-positive bacteria — lipopolysaccharide (LPS) and muramyl peptide (MP), as well as nisin — an 
antimicrobial peptide of bacterial origin on human mononuclear cells. Materials and Methods. Mononuclear cells were obtained 
from peripheral blood of healthy volunteers using Cell separation media Lympholyte CL 5015, and were cultured in the presence 
of LPS, GMDP and bacteriocin nisin. The cytokine activity of LPS, GMDP and bacteriocin nisin was examined using the multiplex 
cytokine analysis; the analysis of surface markers was determined flow cytometry. Results and Discussion. It was shown that 
bacterial cell wall fragments to a much greater extent than nisin induce the production of cytokines, chemokines, and growth 
factors. It was established that LPS and MP increase the expression of CD11c on dendritic cells, while bacteriocin nisin does 
not affect the increase of CD11c+ DCs. LPS and MP in the conducted ex vivo studies did not affect the emergence of CCR7. 
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Conclusion. Bacterial origin bioregulators trigger a negative feedback mechanism by inducing the synthesis of anti-inflammatory 
factors, that can prevent the inflammatory process. Understanding the molecular mechanisms of the influence of bacterial origin 
bioregulators on the human body opens new approaches in the prevention and development of personalized therapy strategies.

Keywords: innate immunity, immune homeostasis, allergy, autoimmunity, tolerance, LPS, lipopolysaccharide, 
glucosaminylmuramyldipeptide, muramyl peptide, nisin, inflammation regulation, bacterial origin bioregulators
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Introduction
Allergic and autoimmune diseases represent 

two main categories of immune dis-orders affecting 
a significant number of people worldwide. These 
diseases are characterized by abnormal immune 
responses, but differ in their mechanisms and impact 
on the body [1, 2]. Allergic and autoimmune diseases 
have reached epidemic proportions and currently affect 
more than one billion people [3].

Allergic diseases are characterized by the immune 
system’s hyperreactivity to external allergens such 
as pollen, dust, animals, and certain foods. The most 
common forms of allergic diseases are asthma, atopic 
dermatitis (AD), allergic rhinitis, and food allergy [4]. 
Currently, 10 % of children suffer from food allergy, 
and 20–25 % of adults have at least one allergic disease 
[5, 6]. According to the 2019 Global Burden of Disease 
study, there were 262 million cases of asthma and 171 

million cases of AD worldwide in 2019; the 3416 and 
2277 per 100,000 population, respectively, for asthma 
and AD [7–9]. A sharp increase in prevalence has been 
noted in developed countries over the past few decades, 
and an increase in incidence is expected in developing 
countries [6].

Autoimmune diseases occur when the immune 
system mistakenly attacks the body’s own cells and 
tissues. This includes diseases such as rheumatoid 
arthritis, systemic lupus erythematosus, celiac disease, 
and many others [10]. The prevalence of autoimmune 
diseases is increasing and is estimated at 10.2 % 
based on the study of electronic medical records 
of more than 22 million people [11]. The annual 
growth of the overall morbidity and prevalence of 
autoimmune diseases worldwide is 19.1 % and 12.5 % 
respectively [12], with 63.9 % of these diagnosed 
individuals being women and 36.1 % men [11]. The 
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predominance of women with autoimmune diseases 
is also noted in other studies [10]. The mechanisms 
of autoimmune reactions are divided into two 
fundamental pathological processes — autoimmunity 
and autoinflammation, which can potentiate each 
other [13]. Autoimmunity is associated with the 
disruption of immunological tolerance to normal 
tissue proteins (autoantigens), is associated with 
the predominance of acquired (adaptive) immunity 
activation, and is manifested by hyperproduction 
of autoantibodies. Autoinflammation, in turn, is 
considered as a pathological process based on the 
genetically determined (or induced) activation of 
innate immunity [13–17].

Allergic and autoimmune diseases are of global 
significance, as they affect the health of millions 
of people. Each category has its unique challenges 
in the field of management and treatment. Allergic 
diseases most often require symptom management and 
prevention of allergen exposure, while autoimmune 
diseases often require a more complex approach 
to treatment, including suppression of the immune 
system and identification of underlying causes. 
Existing management and treatment strategies 
significantly improve the quality of life of patients, but 
often do not achieve the goal of long-term remission 
without appropriate therapy [18]. An important 
aspect of managing these diseases is early diagnosis, 
which allows for treatment to begin at the most 
effective time and minimizes the risk of long-term 
complications [19]. In the context of allergic diseases, 
key strategies include avoiding allergens and using 
medications such as antihistamines, corticosteroids, 
and inhalers to control symptoms [4, 20–22]. In some 
cases, immunotherapy aimed at reducing sensitivity 
to allergens may be recommended [1, 2]. In the case 
of autoimmune diseases, the treatment approach 
often includes immunosuppressive drugs to reduce 
immune system activity and inflammation [2]. 
Individual treatment plans may include the use of 
nonsteroidal anti-inflammatory drugs (NSAIDs), 
biological agents, and immune response modifiers, 
which can have local and systemic side effects 
[2, 23]. Side effects of antihistamines can include 

drowsiness, blurred vision, dry mouth, constipation 
or difficulty urinating, headache, and fatigue. 
Nasal corticosteroids can include nose irritation, 
nosebleeds, headache, and sometimes perforation 
of the nasal septum with prolonged use. Long-term 
use of oral corticosteroids can cause side effects 
including weight gain, increased risk of infections, 
osteoporosis, increased blood pressure, and sleep 
disturbances. Decongestants used to relieve nasal 
congestion can cause insomnia, headache, increased 
blood pressure, and irritability. Immunotherapy 
(allergen-specific immunotherapy) can lead to allergic 
reactions, including skin reactions at the injection 
site, nasal congestion, throat itching, or, in rare cases, 
anaphylaxis. Side effects of biological drugs used 
to treat severe allergic diseases such as asthma can 
include headache, injection site reactions, increased 
risk of infections, renal failure, and slowed growth 
in children [24–28]. In severe cases, an anaphylactic 
reaction with serious consequences can develop [29].

Among the mechanisms and risk factors for 
the pathophysiology of allergic and autoimmune 
diseases, the presence of various and common 
factors is identified, including genetic, environmental 
factors, lifestyle, and response to the microbiome [3, 
10, 30]. The microbiome is assigned a key role in 
the development and evolution of these diseases [3, 
31]. A significant part of the human microbiome is 
concentrated in the gut, mostly in the colon and the 
proximal part of the small intestine [32, 33]. Bacteria 
residing in the gut are a source of biologically active 
substances, and they also help the host digest complex 
foods and synthesize necessary metabolites, such as 
vitamins B and K [34, 35]. Metabolites and bacterial 
components regulate the host’s immune response by 
affecting the proliferation, migration, differentiation, 
and effector functions of immune cells and influence 
the development of allergic diseases [36, 37]. Key 
mechanisms of action of bacterial origin bioregulators 
(BOBs) affect their impact on humoral and cellular 
factors, modulating both links of immunity — innate 
and adaptive. BOBs modulate the reactivity of the 
immune system: they can stimulate the immune 
system to a higher or lower than normal response to 
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allergens. For example, lipopolysaccharide (LPS), 
the main component of the outer surface membrane 
of gram-negative bacteria [38], increases the level 
of inflammatory cytokines [39–41], which in turn 
can enhance allergic and autoimmune reactions [42, 
43]. It is important to note the complex mechanism 
of regulation of inflammatory reactions by 
lipopolysaccharide: prolonged exposure to LPS induces 
the production of anti-inflammatory cytokines and 
transcription factors that limit inflammation [40, 44, 
45]. Muramyl peptide (MP), a component of the cell 
walls of gram-positive bacteria, also has a dual effect; 
the primary impact of MP stimulates pro-inflammatory 
reactions, while with prolonged exposure MP generates 
anti-inflammatory factors [44]. Dysregulation of the 
adequate immune response to BOBs exacerbates the 
course of allergic and autoimmune diseases [46, 47].

Mechanisms of action of bacterial origin 
bioregulators can be carried out through corresponding 
receptors of innate immunity or directly, affecting 
cell membranes. For example, LPS exerts its activity 
through TLR4, muramyl peptides activate NLRs, 
while antimicrobial peptides produced by bacteria and 
called bacteriocins can have a nonspecific effect due 
to amphiphilicity and electrostatic interaction with the 
eukaryotic membranes [48–51]. Conflicting results 
of the effects of bacterial origin bioregulators require 
further research to accurately predict their effects and 
influence on the initiation and progression of allergic and 
autoimmune diseases. The aim of the current study was 
to determine the influence of LPS, MP, and bacteriocin 
nisin on humoral factors — cytokine production, as 
well as on the change in phenotype of dendritic cells, 
which take an active part in innate immunity and the 
formation of tolerance.

Materials and Methods

Isolation of mononuclear cells
Blood was collected with the written informed 

consent of healthy donors aged 20–22 years. The 
experiment protocol was approved by the University’s 
Ethical Commission, N 21 from 11.10.2021. Peripheral 

blood was collected in tubes (Vacuette, Greiner Bio-One, 
Austria) with anticoagulant (0.1 ml of 2.7 % EDTA 
solution; pH 7.2–7.4 per 1 ml of blood). Whole blood 
was diluted in a 1:3 ratio with phosphate-buffered 
saline (PBS, PanEco, Moscow, Russia), layered 
onto Cell separation media Lympholyte CL 5015 
(Cedarlane Laboratories Limited, Ontario, Canada), 
and centrifuged for 40 min at 400 G. Mononuclear 
cells (MNCs) were washed twice (10 min; 1000 rpm) 
by centrifugation in excess PBS and resuspended in 
complete RPMI 1640 medium (Gibco, Waltham, MA, 
USA), containing 10 % fetal bovine serum, 100 U/ml 
penicillin, 100 µg/ml streptomycin, and 10 mM Hepes 
buffer (pH 7.2) (PanEco, Moscow, Russia). Cell viability 
was determined by trypan blue staining.

Cultivation of human mononuclear cells  
in the presence of LPS, MP, and bacteriocin nisin 

to determine cytokine activity
Mononuclear  ce l l s  were  added  to  the 

wells of a 96‑well round-bottom plate (Costar, 
Washington, WA, USA), at 0.2 x106 per well, and 
glucosaminylmuramyldipeptide (MP, GMDP) was 
added at a final concentration of 5 µg/ml, with 
lipopolysaccharide (LPS) (1 µg/ml), bacteriocin nisin 
(1 ng/ml), and an equal volume of medium to control 
wells. Concentrations were determined by preceding 
experiments and corresponded to the maximum plateau 
values [52]. The plates were incubated for 4 hours at 
37 °C in a 5 % CO2 atmosphere, the supernatant was 
collected, and cytokines were tested.

Multiplex cytokine analysis
Multiplex cytokine analysis was performed using 

magnetic beads with antibodies for the determination 
of human cytokines/chemokines using the Luminex 
200, Merck (Millipore) equipment, and software 
(Burlington, Massachusetts, USA). For this purpose, 
supernatants of mononuclear cells, previously 
cultured with LPS, MP, nisin, and phosphate buffer 
as a control, were collected and analyzed according 
to the manufacturer’s instructions. Assays included 
a bead-based fluorescence MILLIPLEX® assay/
Luminex fluorescence platform (LMX).
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Cultivation of human blood cells in the presence 
of LPS, MP, and bacteriocin nisin to determine 

surface markers
Peripheral blood was collected in tubes (Vacuette, 

Greiner Bio-One, Austria) with anticoagulant (0.1 ml 
of 2.7 % EDTA solution; pH 7.2–7.4 per 1 ml of blood) 
and MP was added at a final concentration of 5 µg/ml, 
with LPS (1 µg/ml), bacteriocin nisin (1 ng/ml), and an 
equal volume of medium to control samples.

Flow cytometry
For the analysis of surface markers, blood samples 

were incubated with 2 µM of LPS, MP, and nisin for 1 h at 
+36 °C and then with specific antibodies for 1 h at +4 °C, 
washed, and measured on a CytoFLEX device (Beckman 
Coulter LS, Indianapolis, USA), data was analyzed by 
CytExpert software. Phenotyping was performed using 
markers HLA-DR PE-Cy5, CD11c APC, CD123 APC-
eFluor780, CCR7 PE-Cy7 against CD3, CD20, CD56, 
CD14; CD80, CD83 markers. MDC populations were 
determined by HLADR+ CD3- CD14- CD20- CD56- 
CD11c+ CD123-, PDC was determined by markers 
HLA-DR+ CD3- CD14- CD20- CD56- CD11c + CD123+ 
FITC (BD Biosciences, USA).

Statistics
Statistical analysis was conducted using MS Excel 

software. Data are presented as the mean ± SEM of at least 
two independent experiments or as one representative 
experiment of two. For determining intergroup differences 
of independent samples and assessing their statistical 
significance with a normal distribution, an unpaired 
Student’s t-test was applied. Significance levels of p < 0.05 
were considered statistically reliable.

Results and Discussion

The influence of LPS, MP, and bacteriocin nisin 
on cytokine production

Allergic and autoimmune diseases develop as a result 
of an aberrant body reaction to harmless antigens or 
antigens of one’s own tissues with direct regulation by 
cytokines and chemokines. The study of the influence 

of LPS, MP, and bacteriocin nisin on the production of 
cytokines by mononuclear cells from healthy donors 
using a fluorescent method showed significant differences 
in their ability to stimulate the production of cytokines, 
chemokines, and growth factors. The analysis of the 
levels of production of cytokines, chemokines, and 
growth factors under the influence of bacterial origin 
bioregulators has established that muramylpeptide and 
lipopolysaccharide have the most active influence (Fig. 1).

LPS and MP increased almost all pro-inflammatory 
and anti-inflammatory cytokines, chemokines and 
growth factors, with the exception of IL‑13 and PDGF-
AA, on which LPS had a slight effect.

Muramyl peptide increased all levels of the 
substances studied except for IL‑13. Interestingly, LPS, 
MP, and bacteriocin nisin lowered the level of IL‑13 
by more than three orders of magnitude. IL‑13 plays 
a critical role in the regulation of allergic reactions by 
participating in B cell maturation and IgE production. 
On the other hand, IL‑13 can suppress macrophage 
activity, reducing inflammation and tissue damage.

Nisin showed the least pronounced activity in 
increasing the substances studied, PDGF-AA was 
decreased by half compared to the unstimulated sample. 
Platelet-derived growth factor (PDGF)-AA, -AB, and 
-BB has multiple functions including the ability to 
stimulate cell growth and proliferation. (PDGF)-AA, 
-AB, and -BB play a key role in angiogenesis and blood 
vessel formation, induce and differential chemotaxis of 
early-passage rat lung fibroblasts in vitro [53].

In the study, LPS and MP increased the production 
of IL‑10 by 42 and 22 times, respectively, while nisin 
also increased its level, but to a much lesser extent; 
the increase was three times compared to the control 
value. Our results are consistent with the data of other 
researchers who noted an increase in IL‑10 under 
the influence of nisin in experimental animal models 
[54, 55]. IL‑10 is an anti-inflammatory cytokine that 
regulates the balance of the immune response in 
maintaining immune homeostasis. IL‑10 reduces the 
expression of Th1, Th17 cytokines, and together with 
MHC class II antigens and costimulatory molecules 
on macrophages, may also suppress the activity of 
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macrophages and dendritic cells, maintaining immune 
homeostasis. The experimentally discovered ability of 
BOBs to significantly increase the production of IL‑10 
is an important confirmation of the regulatory role of 
BOBs on all populations of immunocompetent cells.

The influence of LPS, MP, and bacteriocin nisin 
on the surface markers of DCs

A study was conducted on the influence of MP, 
as well as LPS, adrenaline, and noradrenaline in 

an ex vivo system. For this, whole blood samples 
from volunteers were incubated for with MP, LPS 
and bacteriocin nisin. The studies have established 
that the ex vivo introduction of MP and LPS into the 
peripheral blood of healthy donors does not affect the 
gene expression of the chemokine receptor CCR7, 
while LPS, MP contributed to an increase in the 
number of CD11c+ DCs (Fig. 2–5).

Fig.1. The influence of LPS, MP, and bacteriocin nisin on the production of cytokines, chemokines, and growth factors;  
1 — samples with nisin; 2 — samples with lipopolysaccharide; 3 — samples with muramylpeptide; 4 — control samples

Fig. 2. Expression of dendritic cell markers in the control sample



Guryanova S.V. и др.  Вестник РУДН. Серия: Медицина. 2023. Т. 27. № 4

476 ИММУНОЛОГИЯ

Fig. 3. Expression of dendritic cell markers in the PBMC sample in the presence of MP

Fig.4. Expression of dendritic cell markers in the PBMC sample in the presence of LPS

Fig.5. Expression of dendritic cell markers in the PBMC sample in the presence of nisin
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It is important to note that the membrane protein 
CD11c is the alpha subunit of integrin αXβ2, as well 
as the complement receptor 4 (CR4) and integrin 
CD11c/CD18 interacts with various ligands, including 
iC3b of the complement system, fibrinogen, with 
intercellular adhesion molecules (ICAM) or LPS, and 
ensures the participation of DCs in the remodeling 
of the extracellular matrix, phagocytosis, migration, 
and cell adhesion [56]. Furthermore, DCs deprived of 
CD11c are unable to respond to chemokines induced by 
inflammatory stimuli, such as MCP, MIP1, MIP3 [57]. 
According to the study results, MP and LPS increased 
the number of CD11c+ DCs by 29 %, 31 %, respectively, 
whereas bacteriocin nisin did not have a statistically 
significant effect on the studied DC markers (Table).

Change in CD11c expression under the influence of LPS, MP,   
and nisin,  Me (Q0, 25-Q0, 75)

Control MP LPS Nisin

100 % *
(91–107)

129 % *
(119–139)

131 % *
(119–142)

105 %
(95–116)

 

Note: * — significance of differences compared to control values, 
p < 0.05.

It is known that bacterial bioregulators through 
interaction with epithelial cells, antigen-presenting 
cells (such as dendritic cells (DCs)), and through 
the production of signaling metabolites can induce 
the production of not only pro-inflammatory but 
also antiinflammatory cytokines. For example, 
exopolysaccharides from Bifidobacterium breve promote 
immune tolerance, reducing the production of pro-
inflammatory cytokines and preventing the response 
of B-cells [58]. Early exposure of the immune system 
to certain bacterial agents may promote tolerance to 
allergens, preventing allergic diseases [3, 52]. MPs from 
Gram-positive bacteria can shift the Th1/Th2 balance, 
providing a therapeutic effect in allergopathologies 
and have prophylactic effect in prevention of 
seasonal diseases [59–62]. At the same time, bacterial 
bioregulators can affect the integrity and function of 
epithelial barriers, such as the intestinal and respiratory 

barriers. Disruptions of these barriers can in-crease the 
likelihood of developing allergic reactions [37]. Some 
bioregulators have the ability to modulate immune 
responses, for example, by exerting an adjuvant effect 
[63], or by enhancing regulatory T cells, which can 
suppress allergic reactions by enhancing regulatory 
T-cells, suppressing allergic reactions. In particular, the 
short-chain fatty acid (SCFA) butyrate, produced by 
commensal microorganisms during starch fermentation, 
promotes the extrathymic generation of regulatory 
T-cells (Treg cells) [64, 65].

Some bacteria may promote the production of anti-
inflammatory cytokines such as IL‑10, which may be 
useful in the context of autoimmune diseases [66, 67]. 
Bacterial origin bioregulators can help maintain peripheral 
tolerance in preventing the development of allergic and 
auto-immune reactions against one’s own tissues, including 
by changing the phenotype of DCs, the mature variants of 
which are involved in ensuring tolerance [68].

The treatment approach often requires long-term 
monitoring and adjustments based on patient response. 
Research in the field of allergic and autoimmune 
diseases continues, aimed at better understanding the 
etiology and mechanisms of diseases. This makes 
it possible to develop new therapeutic approaches 
and improve existing treatments. For example, in 
the field of autoimmune diseases, new biologics and 
cell therapies are being explored that may offer more 
precise and less toxic treatments. This large-scale study 
highlights the increasing incidence of these diseases 
and their impact on public health. These studies 
highlight the importance of global efforts to improve 
the understanding, diagnosis, treatment and prevention 
of autoimmune diseases, highlighting their growing 
importance as a public health problem. Allergic and 
autoimmune diseases require a comprehensive approach 
to management and treatment using modern systems 
biomedicine approaches [69, 70].

Conclusion
Bacterial origin bioregulators — LPS, GMDP, and 

nisin modulate the response of immune cells, influencing 
the production of cytokines, chemokines, growth 
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factors, and adhesion. The ability of BOBs to reduce the 
secretion of IL‑13 by mononuclear cells by thousands of 
times and increase IL‑10 by tens of times indicates the 
significant potential of these compounds in maintaining 
immune homeostasis and in the prevention and treatment 
of allergic and autoimmune diseases. Bacterial origin 
bioregulators trigger a negative feedback mechanism 
by inducing the synthesis of anti-inflammatory factors, 
that can prevent the inflammatory process.

Cytometric studies of the effect of BOBs on DC 
differentiation markers showed that not all bacterial 
origin bioregulators can change the phenotype of DCs: 
LPS and GMDP increase the expression of CD11c 
on DCs, while the bacteriocin nisin does not affect 
the increase in CD11c+ of DCs involved in homing 
and ensuring tolerance in allergic and autoimmune 
pathologies.

Thus, bacterial cell wall fragments, realizing 
their activity through innate immunity receptors, to 
a much greater extent than nisin, induce the production 
of cytokines, chemokines, and growth factors. The 
increase in CD11c expression on dendritic cells under 
the influence of MP and LPS shows their participation 
in ensuring the remodeling of the extracellular matrix, 
phagocytosis, migration, and cell adhesion of DCs. 
In the conducted ex vivo experiments, no influence of 
LPS, MP, and nisin was found on the appearance of 
differentiation markers CCR7.

Understanding the molecular mechanisms of the 
influence of bioregulators of bacterial origin on the 
human body opens up new approaches to the regulation 
of immune homeostasis, the development of preventive 
and personalized therapy strategies.
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Механизмы регуляции аллергических и аутоиммунных реакций 
биорегуляторами бактериального происхождения
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Аннотация. Актуальность. Рост аллергических и аутоиммунных заболеваний, наблюдающийся в последние 
десятилетия, актуализирует задачу терапии и профилактики их возникновения, что требует детальных исследований 
механизмов их появления. На возникновение и прогрессирование аллергических и аутоиммунных заболеваний влияют 
генетическая предрасположенность, образ жизни, факторы окружающей среды, нарушения согласованной работы 
иммунной системы и, как следствие, иммунного гомеостаза. Лечение этих заболеваний преимущественно симпто-
матическое и часто сопровождается нежелательными побочными эффектами. Нарушения иммунной системы при 
различных патологиях имеют свои особенности для каждого вида заболевания и в то же время имеют общие механизмы. 
Учитывая наличие в организме человека большого количества различных микроорганизмов, учет их влияния имеет 
первостепенное значение. Микроорганизмы являются источником биологически активных молекул, действие которых 
может как предотвратить и уменьшить тяжесть заболевания, так и усугубить его. Целью настоящего исследования 
был анализ цитокинового профиля действия фрагментов клеточных стенок грамотрицательных и грамположительных 
бактерий — липополисахарида (ЛПС) и мурамилпептида (МП), а также низина — антимикробного пептида бактери-
альной природы. происхождения на мононуклеарных клетках человека. Материалы и методы. Мононуклеарные клетки 
получали из периферической крови здоровых добровольцев с использованием среды для разделения клеток Lympholyte 
CL 5015 и культивировали в присутствии ЛПС, ГМДП и бактериоцина низина. Цитокиновую активность ЛПС, ГМДП 
и бактериоциннизина исследовали с помощью мультиплексного цитокинового анализа; анализ поверхностных маркеров 
определяли проточной цитометрией. Результаты и обсуждение. Показано, что фрагменты клеточной стенки бактерий 
в значительно большей степени, чем низин, индуцируют продукцию цитокинов, хемокинов и факторов роста. Уста-
новлено, что ЛПС и МП повышают экспрессию CD11c на дендритных клетках, тогда как бактериоцин низин не влияет 
на увеличение CD11c+ ДК. ЛПС и МП в проведенных исследованиях ex vivo не влияли на появление CCR7. Выводы. 
Биорегуляторы бактериального происхождения запускают механизм отрицательной обратной связи, индуцируя синтез 
противовоспалительных факторов, способных предотвратить воспалительный процесс. Понимание молекулярных 
механизмов влияния биорегуляторов бактериального происхождения на организм человека открывает новые подходы 
в профилактике и разработке стратегий персонализированной терапии.

Ключевые слова: врожденный иммунитет, иммунный гомеостаз, аллергия, аутоиммунитет, толерантность, ЛПС, 
липополисахарид, глюкозаминилмурамилдипептид, мурамилпептид, низин, регуляция воспаления, биорегуляторы 
бактериального происхождения
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Эпидемиология цереброваскулярных болезней у сельских 
жителей Ставропольского края в контексте реализации краевой 

программы «Борьба с сердечно-сосудистыми заболеваниями 
в Ставропольском крае»
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Аннотация. Актуальность. В ходе реализации программы по борьбе с сердечно-сосудистыми заболеваниями 
в Ставропольском крае были проведены мероприятия по профилактике геморрагических и ишемических инсультов, 
обучению медицинского персонала методам своевременного выявления цереброваскулярных болезней (ЦВБ), распозна-
вания (в том числе — путём обучения широких слоёв населения) и маршрутизации пациентов с острыми нарушениями 
мозгового кровообращения, в период пандемии — открытие специализированных отделений. Данный организационный 
эксперимент требовал оценки его воздействия на самую сложную в медицинском плане группу населения — сельских 
жителей. Цель: в динамике изучить эпидемическую ситуацию по ЦВБ среди сельского населения в Ставропольском крае 
по сравнению с Российской Федерацией. Материалы и методы. Изучены сведения форм статистического наблюдения 
№ 12‑село в период с 2010 по 2022 гг., С51 в период с 2014 по 2022 гг. Результаты и обсуждение. В период с 2010 
по 2022 гг. отмечался рост первичной заболеваемости ЦВБ сельского населения с 464,6 до 1045,1 на 100 000 сельского 
населения, который частично обусловлен старением населения, а частично — улучшением диагностики ЦВБ. Общая 
заболеваемость ЦВБ выросла с 1275,5 до 3416,1, что позволяет сделать вывод об улучшении выживаемости пациентов. 
Заболеваемость инсультами всех видов имела тенденцию к снижению, что свидетельствует о результативности воздействия 
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This work is licensed under a Creative Commons Attribution 4.0 International License
https://creativecommons.org/licenses/by-nc/4.0/legalcode

ОРГАНИЗАЦИЯ ЗДРАВООХРАНЕНИЯ И 
ОБЩЕСТВЕННОЕ ЗДОРОВЬЕ HEALTH POLICY AND PUBLIC HEALTH

https://orcid.org/0000-0001-7178-1260
https://orcid.org/0000-0002-4460-870X
https://orcid.org/0000-0001-6779-726X
mailto:Muravyeva81%40mail.ru?subject=%D0%9C%D1%83%D1%80%D0%B0%D0%B2%D1%8C%D0%B5%D0%B2%D0%B0%20%D0%90%D0%BB%D0%BB%D0%B0%20%D0%90%D0%BD%D0%B0%D1%82%D0%BE%D0%BB%D1%8C%D0%B5%D0%B2%D0%BD%D0%B0
https://orcid.org/0000-0001-8173-8055
mailto:Muravyeva81%40mail.ru?subject=%D0%9C%D1%83%D1%80%D0%B0%D0%B2%D1%8C%D0%B5%D0%B2%D0%B0%20%D0%90%D0%BB%D0%BB%D0%B0%20%D0%90%D0%BD%D0%B0%D1%82%D0%BE%D0%BB%D1%8C%D0%B5%D0%B2%D0%BD%D0%B0


Абрамов А.Ю. и др. Вестник РУДН. Серия: Медицина. 2023. Т. 27. № 4

484 ОРГАНИЗАЦИЯ ЗДРАВООХРАНЕНИЯ И ОБЩЕСТВЕННОЕ ЗДОРОВЬЕ

на факторы риска их развития. Значительно снижалась заболеваемость неуточнёнными инсультами, что привело к росту 
первичной заболеваемости инфарктами мозга (который, однако, в Ставропольском крае рос медленнее, чем в целом 
по РФ; коэффициенты уравнений регрессии составили 2,5 и 4,3, соответственно). В период с 2015 по 2022 гг. быстро 
(относительно показателя по Российской Федерации) снижались показатели смертности (с 208,4 до 161,1) и летальности 
(с 5,8 до 2,8) от ЦВБ. Выводы. Предлагаемый комплекс мероприятий по борьбе с цереброваскулярными болезнями, 
включающий профилактические мероприятия, систему социальной мобилизации, FAST-теста, системы маршрутизации 
пациентов с доставкой подлежащих лиц в сосудистые центры в течение часа, своевременного реагирования на новые 
факторы риска развития ЦВБ был результативен и может быть рекомендован к внедрению в сходных территориях 
с высокой долей сельского населения.

Ключевые слова: цереброваскулярные болезни; сельское население; снижение потерь от цереброваскулярных 
болезней; оценка программ
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Abstract. Relevance. During the implementation of the program for the prevention and treatment of cardiovascular 
diseases in the Stavropol Territory, measures were taken to prevent hemorrhagic and ischemic strokes, train medical 
personnel in methods of timely detection of cerebrovascular diseases (CVD), recognition (including through training of 
the general population) and routing patients with acute cerebrovascular accidents; during a pandemic, opening specialized 
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departments. This organizational experiment required an assessment of its impact on the most medically complex group 
of the population — rural residents. The aim was to study in dynamics the epidemic situation of CVD among the rural 
population in the Stavropol Territory in comparison with the Russian Federation. Materials and Methods. Information from 
official statistical observation forms on the incidence of CVD and mortality from them was studied. Results and Discussion. 
In the period from 2010 to 2022, there was an increase in the incidence of CVD in the rural population from 464.6 to 1045.1 
per 100,000 rural population, which is partly due to the aging of the population, and partly due to improved diagnosis of 
CVD. The overall incidence of CVD increased from 1275.5 to 3416.1, which suggests an improvement in patient survival. 
The incidence of strokes of all types tended to decrease, which indicates the effectiveness of the impact on the risk factors 
for their development. The incidence of unspecified strokes decreased significantly, which led to an increase in the primary 
incidence of cerebral infarctions (which, however, grew more slowly in the Stavropol Territory than in the Russian Federation 
as a whole; the coefficients of the regression equations were 2.5 and 4.3, respectively). Between 2015 and 2022. the mortality 
rates (from 208.4 to 161.1) and mortality (from 5.8 to 2.8) from CVD decreased rapidly (relative to mortality from CVD 
in the Russian Federation). Conclusion. The proposed set of measures for the prevention and treatment of CVD, including 
preventive measures, a system of social mobilization, FAST-test, patient routing systems with the delivery of eligible persons 
to vascular centers within an hour, timely response to new risk factors for the development of CVD, was effective and can 
be recommended for implementation in similar areas with a high proportion of rural population.

Keywords: cerebrovascular diseases, rural population, reduction of losses from cerebrovascular diseases, program evaluation
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Введение
Цереброваскулярные играют существенную 

роль в заболеваемости и смертности населения, 
особенно — старше трудоспособного возраста. 
Ситуация с болезнями системы кровообращения 
(БСК), в том числе — с цереброваскулярными бо-
лезнями (ЦВБ) в Ставропольском крае ещё в первом 
десятилетии XXI века была признана неблагопри-
ятной: доля болезней системы кровообращения 
в общей структуре смертности населения составила 
61,2 %, а в структуре потерь трудового потенциа-
ла — 23,7 %. В период перед пандемии COVID‑19 

цереброваскулярные болезни (ЦВБ) занимали третье 
место в структуре болезней системы кровообраще-
ния — 18,7 % [1].

Существенную роль в развитии ЦВБ играют 
факторы риска, распространённость которых 
в городской и сельской местности может суще-
ственно различаться. Так, по данным глобальной 
оценки распространённости сахарного диабета 
отмечается, что в городской местности она выше, 
чем в сельской [2]. Среди сельских жителей выше 
уровень физических нагрузок, что препятствует 
развитию ряда ЦВБ. в первую очередь — инсуль-
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тов. Фибрилляция предсердий как этиологический 
фактор инфарктов мозга превалирует у городских 
жителей [3]. В то же время, артериальная гипертен-
зия как этиологический фактор геморрагических 
инсультов чаще встречается у сельских жителей 
[3]. Важным фактором предотвращения смерти 
является мотивация сельских жителей к здоровому 
образу жизни, включая здоровое питание и отказ 
от вредных привычек [4]; особенно важную роль 
в предотвращении смерти от ЦВБ играет усиление 
мер по борьбе со злоупотреблением алкоголем [5]. 
Поскольку доступность медицинской помощи и фак-
торы риска развития болезней системы кровообра-
щения у жителей городских и сельских поселений 
не одинаковы, целесообразен раздельный анализ 
их заболеваемости и смертности [5].

В общемировой практике крупных развитых 
стран Wu S. el al [6] также отмечают неравномер-
ность доступности специализированной помощи 
при инсульте, особенно выраженную в сельской 
местности. S.M. Jackson et al. отмечают, что выжив-
шие после инсульта, выздоравливающие в сельских 
и отдаленных районах, часто имеют ограниченный 
доступ к реабилитационным услугам или вообще 
не имеют его [7]. E.C. Leira et al. отмечают не-
оптимальность практики оказания медицинской 
помощи при инсультах в сельской местности США, 
увеличивающийся разрыв качества оказания ме-
дицинской помощи при инсультах в городской 
и сельской местности; при этом имеются проблемы 
на догоспитальном этапе, помощи в отделении не-
отложной помощи сельской участковой больницы, 
и межбольничном переводе пациентов [8].

Эпидемиологические исследования, касающиеся 
инфекционных и неинфекционных заболеваний, 
позволяют как определить основные направления 
программных мероприятий по предотвращению 
заболеваемости, смертности или ущерба от них, 
так и оценить ход реализации уже имеющихся про-
грамм [9]. О.А. Ключихина и соавт. при анализе 
заболеваемости инсультом и смертности от него 
в регионах России на территориях, вошедших 
в федеральную программу реорганизации помощи 
пациентам с инсультом с 2009 по 2016 г. выявили, 

что заболеваемость инсультом зависит от каче-
ства и эффективности первичной профилактики 
сердечно-сосудистых заболеваний, а показатели 
смертности зависят в первую очередь от качества 
диагностики и специализированной медицинской 
помощи, оказываемой пациентам с инсультом [10].

Ставропольский край в период с 2009 по 2016 гг. 
также входил в федеральную программу реоргани-
зации помощи пациентам с инсультом; в нём был за-
регистрирован средний уровень среднемноголетней 
заболеваемости: 3,33–3,81 на 1000 населения, однако 
в нём отмечался высокий уровень среднемноголет-
ней смертности от инсульта [10]. Следует отметить, 
что, в силу географических и климатических особен-
ностей, в экономике Ставропольского края важное 
значение имеет аграрное производство, благодаря 
чему он является субъектом Российской Федерации 
с высокой долей сельского населения (в 2018 г. — 
41,6 %, в то время как в целом по России — 25,4 %).

Тем не менее, в рамках федеральной программы 
было создано 10 центров здоровья, 6 кабинетов и 32 
отделения медицинской профилактики, активизиро-
валась работа по социальной рекламе и пропаганде 
здорового образа жизни в СМИ, была разработана 
система маршрутизации пациентов и обеспечения 
преемственности оказания медицинской помощи 
на всех этапах.

Учитывая результаты участия в Федеральной 
программе и региональные особенности расселения, 
в Ставропольском крае был разработан комплекс 
мероприятий по снижению заболеваемости ЦВБ 
и смертности от них, вошедших в краевую програм-
му по борьбе с сердечно-сосудистыми заболевания-
ми в Ставропольском крае [11] (далее — Программа). 
В рамках Программы осуществлялись мероприятий 
по воздействию на факторы риска:

—  профилактика геморрагических инсультов 
путём воздействия на факторы риска: расширения 
оказания населению помощи по отказу от употре-
бления алкоголя, усиление контроля за артериальной 
гипертензией, в том числе — путём создания школ 
пациентов, увеличением охвата диспансерным 
наблюдением лиц с высоким и очень высоким 
сердечно-сосудистым риском;
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—  профилактика инфарктов мозга путём воз-
действия на факторы риска: организация социаль-
ной рекламы здорового образа жизни, принципов 
здорового питания, методов первичной и вторичной 
профилактики сердечно-сосудистых заболеваний, 
диспансеризации и профилактического обследова-
ния, помощь в отказе от курения;

—  улучшения своевременного выявления ЦВБ 
путём проведения обучающих семинаров с вра-
чами первичного звена и средним медицинским 
персоналом по вопросам раннего выявления ЦВБ 
и маршрутизации пациентов, утверждение планов 
профилактических осмотров и диспансеризации 
взрослого населения, внедрение внутреннего кон-
троля качества медицинской помощи пациентам 
с болезнями системы кровообращения. Проведены 
мероприятия по социальной мобилизации (обучение 
широких (до 1/3 населения края) слоёв населения 
методам своевременного выявления острых нару-
шений мозгового кровообращения (ОНМК) и алго-
ритму действия в этом случае), среди диспетчеров 
станций скорой медицинской помощи внедрён 
FAST-тест, проводимый путём интервьюирования 
по телефону и направления в зависимости от его 
результатов бригад разного профиля;

—  совершенствование оказания медицинской 
помощи больным с ОНМК: развёртывание 6 пер-
вичных и 2 региональных сосудистых центров, 
позволивших снизить время доставки пациентов, 
в первичное сосудистое отделение до 1 часа.

Кроме того, учитывая увеличение риска 
тромботических осложнений в период пандемии 
COVID‑19 [12–14], было создано три специализи-
рованных отделения для лечения пациентов с бо-
лезнями системы кровообращения, сочетанными 
с COVID‑19.

Проведённый нами организационный экспери-
мент требовал оценки, того какое влияние данное 
воздействие оказало на эпидемиологию ЦВБ среди 
сельского населения; данный вопрос мы до настоя-
щего времени не изучали. Аналогичных исследова-
ний (равно как и исследований, рассматривающих 
эпидемиологию ЦВБ среди сельского населения) 
нам так же найти не удалось.

Цель исследования: в динамике изучить эпи-
демическую ситуацию по ЦВБ среди сельского 
населения в Ставропольском крае по сравнению 
с Российской Федерацией.

Материалы и методы
Изучены сведения формы Федерального ста-

тистического наблюдения № 12‑село «Сведения 
о числе заболеваний, зарегистрированных у па-
циентов, проживающих в районе обслуживания 
медицинской организации» за 2010–2022 гг., разрез 
по сельскому населению (далее — ф. 12‑село). 
Сравнение динамики показателей, отражающих 
заболеваемость ЦВБ проводили по сравнению 
с динамикой аналогичных показателей в целом 
по Российской Федерацией, поскольку возрастная 
структура населения Ставропольского края ближе 
к таковой в целом по России, чем к остальным 
субъектам, входящим в состав СКФО (Северо- 
Кавказский федеральный округ) [15].

В ходе статистической обработки информации 
с целью максимального нивелирования возрастных 
факторов (в динамике происходило как старение 
населения России, так и старение населения Став-
ропольского края, что влияет на заболеваемость 
ЦВБ) проводили процедуру стандартизации пока-
зателей заболеваемости, аналогичной описанной 
нами ранее [1].

Показатели первичной и общей заболеваемости 
ЦВБ (в т. ч. по отдельным нозологическим единицам 
и их группам) рассчитывали по данным ф. 12‑село 
как умноженное на 100 000 отношение числа за-
регистрированных случаев заболеваний (в том 
числе — впервые) к среднегодовой численности 
сельского населения.

Смертность сельского населения от ЦВБ из-
учали по данным формы № С51 «Распределение 
умерших по полу, возрастным группам и причинам 
смерти» (далее — ф. С51) с 2015 по 2022 гг. Пока-
затель смертности рассчитывали как умноженное 
на 100 000 отношение числа сельских жителей, 
умерших от ЦВБ к среднегодовой численности 
сельского населения.
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Показатель летальности населения Российской 
Федерации и Ставропольского края от ЦВБ рассчи-
тывали как умноженное на 100 отношение числа 
умерших от ЦВБ по данным ф. С51 к общему числу 
обратившихся в медицинские организации по поводу 
ЦВБ по данным ф. 12‑село.

В ходе статистической обработки информации 
рассчитывали экстенсивные, интенсивные и стан-
дартизованные показатели, их средние значения 
проводили корреляционный и регрессионный 
анализ методом наименьших квадратов. Пред-
варительно перед применением методов анали-
зировали тип распределением с использованием 
теста Шапиро-Уилка (во всех случаях проводимого 
анализа подтвердился нормальный тип распреде-
ления данных).

Результаты и обсуждение
Доля ЦВБ в структуре БСК у сельских жителей 

Ставропольского края выше, чем среди остальных 
субъектов, входящих в СКФО и в целом по РФ: 
27,9 ± 0,2 (0,9), 15,8  ±  1,0 (3,5) и 22,0 ± 0,2 (0,9), соот-
ветственно; p<0,0001. В Ставропольском крае доля 
больных ЦВБ среди БСК среди сельских жителей 
незначительно отличалась от таковой среди всего 
населения (25,2 ± 1,1 (3,9); p = 0,05).

Динамика показателя первичной заболеваемости 
ЦВБ сельских жителей представлена на рис. 1.

В Ставропольском крае в 2011 г. отмечался 
скачкообразный рост заболеваемости ЦРБ сельских 
жителей, который был связан со статистическими 
причинами: повышением учёта остаточных измене-
ний после ЦВБ. тем не менее, на протяжении всего 
периода наблюдения сохранялась тенденция к росту 
первичной заболеваемости ЦВБ. Данная тенденция 
была мало выражена в целом по РФ.

Рис. 1. Динамика показателя первичной заболеваемости ЦВБ сельских жителей в целом по РФ  
и по Ставропольскому краю в 2010–2022 гг.

Fig. 1. Dynamics of the primary incidence of CVD among rural residents in the Russian Federation as a whole  
and in the Stavropol Territory in 2010–2022
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В ходе поиска причин данного явления следует 
уточнить, не обусловлена ли она в первую очередь 
возрастными особенностями заболеваемости. В связи 
с этим мы рассмотрели динамику стандартизованного 
показателя первичной заболеваемости ЦВБ (рис. 2).

В отличие от нестандартизованного показате-
ля, роста показателя первичной заболеваемости 
не было. Коэффициент уравнения линейной ре-
грессии был отрицательным: –2,5 (при удалении 
аномального значения показателя в 2011 году — 
положительным: +6,9). Таким образом, возраст 
является одной из составляющей роста показателя 
первичной заболеваемости ЦВБ сельского населения 
Ставропольского края.

Также в Ставропольском крае, в отличие от РФ, 
отмечался рост показателя общей заболеваемости 
ЦВБ (рис. 3).

Стандартизованный по возрасту показатель 
общей заболеваемости ЦВБ сельских жителей 
в Ставропольском крае, в отличие от стандартизо-
ванного показателя в целом по РФ, также показывал 
тенденцию к росту, особенно выраженную в период 
с 2015 по 2022 гг. (2010 г. — 1275,5; 2011 г. — 2005,0; 
2012 г. — 1954,8; 2013 г. — 1845,8; 2014 г. — 1765,3; 
2015 г. — 2123,3; 2016 г. — 2360,2; 2017 г. — 2388,6; 
2018 г. — 2627,9; 2019 г. — 2970,7; 2020 г. — 2908,7; 
2021 г. — 3119,3; 2022 г. — 3416,1).

Рис. 2. Динамика стандартизованных по возрасту показателей первичной заболеваемости ЦВБ сельских жителей 
в целом по РФ и по Ставропольскому краю в 2010–2022 гг.

Fig. 2. Dynamics of age-standardized indicators of primary incidence of CVD in rural residents in the Russian Federation  
as a whole and in the Stavropol Territory in 2010–2022
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Рис. 3. Динамика показателя общей заболеваемости ЦВБ сельских жителей в целом по РФ  
и по Ставропольскому краю в 2010–2022 гг.

Fig. 3. Dynamics of the overall incidence of CVD among rural residents in the Russian Federation as a whole  
and in the Stavropol Territory in 2010–2022

Среди всех ЦВБ наибольшее по своим послед-
ствиям значение имеют внутричерепные, внутри-
мозговые кровоизлияния и инфаркты мозга. При 
этом следует учесть, что на заболеваемость ими 
существенное влияние оказывает возраст населе-
ния, в связи с чем следует рассматривать динамику 
показателя первичной заболеваемости ими, пред-
ставленную на рисунке 4.

Первичная заболеваемость инсультами сель-
ского населения Ставропольского края снижалась 
несколько быстрее, чем в целом по РФ (коэффициент 
регрессии составил –2,8 и –0,1, соответственно). 
Это косвенно указывает на результативность про-
филактики всех видов инсультов: как инфарктов 
мозга, так и геморрагических инсультов.

Динамика показателя заболеваемости геморра-
гическим, неуточнённым инсультами и инфарктом 
мозга представлена на рис. 5.

Снижение заболеваемости неуточнёнными 
инсультами в Ставропольском крае шло быстрее, 

чем в целом по РФ (коэффициенты уравнений 
регрессии составили –4,4 и –3,9, соответствен-
но). Заболеваемость неуточнёнными инсультами 
перераспределялась между инфарктами мозга 
и геморрагическими инсультами, что существенно 
влияло ни их динамику, что, в частности, привело 
к росту первичной заболеваемости инфарктами 
мозга, который, однако, в Ставропольском крае 
рос медленнее, чем в целом по РФ (коэффициенты 
уравнений регрессии составили 2,5 и 4,3, соот-
ветственно). Заболеваемость геморрагическими 
инсультами в Ставропольском крае продолжала 
снижаться, причём более быстрыми темпами, чем 
в целом по РФ (коэффициенты уравнений регрессии 
составили –1,4 и –0,5, соответственно).

Важными показателями, отражающими органи-
зацию помощи при ЦВБ (в том числе — сельскому 
населению), является смертность от ЦВБ и леталь-
ность от ЦВБ (рисунок 6).
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Рис. 4. Динамика показателя первичной заболеваемости сельского населения инсультами (геморрагическими, 
инфарктами мозга и неуточнёнными как кровоизлияние или инфаркт) в целом по РФ  

и Ставропольскому краю в 2010–2022 гг.
Fig. 4. Dynamics of the rate of primary incidence of strokes in the rural population (hemorrhagic, cerebral infarctions and 

unspecified as hemorrhage or heart attack) in the whole of the Russian Federation and the Stavropol Territory in 2010–2022

Рис. 5. Динамика показателя заболеваемости сельского населения геморрагическим, неуточнённым инсультами 
и инфарктом мозга в целом по РФ и Ставропольскому краю в 2010–2022 гг.

Fig. 5. Dynamics of the incidence of hemorrhagic, unspecified strokes and cerebral infarction in the rural population  
as a whole in the Russian Federation and the Stavropol Territory in 2010–2022
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Рис. 6. Смертность от ЦВБ (на 100 000 населения) и летальность от ЦВБ (на 100 обратившихся в медицинские 
организации в течение года) сельского населения Российской Федерации и Ставропольского края с 2015 по 2022 гг.

Fig. 6. Mortality from CVD (per 100,000 population) and mortality from CVD (per 100 people who applied to medical 
organizations during the year) of the rural population of the Russian Federation and Stavropol Territory from 2015 to 2022

В 2020–2021 гг. отмечается существенное сни-
жение смертности от ЦВБ в Ставропольском крае, 
в то время как в целом по РФ показатель оставался 
относительно постоянным (коэффициенты уравне-
ния регрессии –7,5 и –2,0, соответственно). Показа-
тель летальности от ЦВБ в целом по РФ не менялся, 
в то время, как в Ставропольском крае он, начиная 
с 2018 года, снижался. Между показателем летально-
сти и показателем смертности сельского населения 
от цереброваскулярной болезни имеется сильная 
корреляционная связь (r = 0,9; p = 0,002).

Наиболее существенно снизилась летальность 
сельского населения Ставропольского края от вну-
тримозговых и других внутричерепных кровоизлия-
ний (с 292,4 в 2015 г. до 125,8 в 2021 г). Летальность 
от субарахноидальных кровоизлияний и инфаркта 
мозга изменялась статистически малозначимо.

С одной стороны, заболеваемость характери-
зует распространённость заболеваний в популя-
ции, с другой стороны — доступность оказания 

медицинской помощи, в том числе — профилак-
тической [16].

Тенденция к росту показателей первичной и, осо-
бенно, общей заболеваемости ЦВБ связана с улуч-
шением выявления случаев ЦВБ среди сельского 
населения, а также ростом контингентов больных. 
Наряду с этим, данное явление в значительной мере 
связано с процессами старения населения Края [17]. 
Однако рост стандартизованного показателя общей 
заболеваемости ЦВБ свидетельствует о том, что наря-
ду с процессами старения населения Ставропольского 
края, идёт накопление контингентов пациентов, вы-
живших после ЦВБ, что соотносится со снижением 
показателя смертности от ЦВБ (см. ниже).

Быстрое снижение неуточнённых инсультов 
среди сельского населения Ставропольского края 
связано с оснащением медицинских организаций 
компьютерными томографами (в том числе — в рамках 
Программы) и обучением специалистов. Аналогичные 
процессы отмечались и в целом по России, однако го-
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раздо медленнее; доступность современной качествен-
ной диагностики для них увеличивалась медленнее, 
чем в Ставропольском крае. Это привело к тому, что 
в Ставропольском крае продолжился рост заболевае-
мости сельского населения инфарктами мозга, однако 
темп его был ниже, чем в целом по РФ. Во многом это 
связано с тем, что программа по борьбе с факторами 
риска ишемических инсультов (как составная часть 
мероприятий краевой программы «Борьба с сердечно-
сосудистыми заболеваниями в Ставропольском крае») 
оказалась более результативной, чем аналогичные про-
граммы в целом по РФ. Также быстро снижались и ге-
моррагические инсульты, что связано с воздействием 
на факторы их развития, в первую очередь — контроль 
над артериальной гипертензией и со снижением упо-
требления алкоголя [18]. Если в 2008 г психотические 
расстройства, связанные с употреблением алкоголя 
(алкогольные психозы), синдром зависимости от алко-
голя составляли 55,6 на 100 000 населения, то к 2016 г. 
они снизились до 34,2, а к 2021 г. — до 16,4 на 100 000 
населения [19–21].

Развитие здоровьесберегающих технологий, 
совершенствование профилактики и системы ока-
зания медицинской помощи и медико-социальной 
реабилитации больных с ЦВБ направлено на сни-
жение преждевременной смертности и увеличение 
ожидаемой продолжительности жизни [16]. Наибо-
лее выраженное влияние реализации программы 
в Ставропольском крае отмечено на показатель 
летальности от ЦВБ. Не в последнюю очередь это 
связано со снижением смертности и летальности 
от внутримозговых и других внутричерепных 
кровоизлияний; по данным А.Н. Гурова и соавт. 
[21], госпитальная летальность от них среди всего 
населения Московской области составляла 53,3 %. 
Летальность сельского населения Ставропольского 
края от внутримозговых и других внутричереп-
ных кровоизлияний снизилась от 292,4 до 127,6 
на 100 обратившихся по поводу данной патологии 
в отчётном году (данная цифра включает в себя 
также и не госпитализированных пациентов в т. ч. 
выявленных посмертно).

Следует также отметить, что пандемия 
COVID‑19 не привела в Ставропольском крае к росту 

летальности от цереброваскулярных болезней. Мы 
связываем это с предупреждением данного явления 
путём открытия специализированных отделений 
для лечения пациентов с болезнями системы кро-
вообращения, сочетанными с COVID‑19, в которых 
пациентам с COVID‑19 назначалась адекватная 
терапия, предотвращающая последующие ослож-
нения, связанные с гиперкоагуляцией.

Выводы
Реализация программы по борьбе с сердечно-

сосудистыми заболеваниями в Ставропольском крае 
привела к росту выявления цереброваскулярных бо-
лезней среди сельского населения Ставропольского 
края, что сопровождалось снижением смертности 
и летальности от них (прежде всего от внутримозго-
вых и других внутричерепных кровоизлияний). Со-
здание специализированных отделений для лечения 
пациентов с болезнями системы кровообращения, 
сочетанными с COVID‑19 позволило предотвратить 
рост смертности от цереброваскулярных болезней 
в период пандемии COVID‑19. Предлагаемый ком-
плекс мероприятий по борьбе с цереброваскуляр-
ными болезнями, включающий профилактические 
мероприятия, систему социальной мобилизации, 
FAST-теста, системы маршрутизации пациентов 
с доставкой подлежащих лиц в сосудистые цен-
тры в течение часа, своевременного реагирования 
на новые факторы риска развития ЦВБ может быть 
рекомендован к повсеместному внедрению в терри-
ториях со сходной структурой населения.

Библиографический список
1.	 Муравьёва А.А., Михайлова Ю.В., Стерликов С.А. Особен-

ности заболеваемости цереброваскулярными болезнями в Ставро-
польском крае в контексте реализации краевой программы «борьба 
с сердечно-сосудистыми заболеваниями в Ставропольском крае» // 
Современные проблемы здравоохранения и медицинской статистики. 
2023. № 3. C. 903–929. doi:10.24412/2312‑2935‑2023‑3‑903‑929

2.	 Global and regional diabetes prevalence estimates for 2019 
and projections for 2030 and 2045: Results from the International 
Diabetes Federation Diabetes Atlas, 9 th edition. Diabetes Res Clin 
Pract. 2019. N. 157. P. 107843. doi: 10.1016/j.diabres.2019.107843

3.	 Гафурова Д.У. Церебральные инсульты и их особенности 
у сельских жителей Республики Дагестан: дисс … кандидата меди-



Абрамов А.Ю. и др. Вестник РУДН. Серия: Медицина. 2023. Т. 27. № 4

494 ОРГАНИЗАЦИЯ ЗДРАВООХРАНЕНИЯ И ОБЩЕСТВЕННОЕ ЗДОРОВЬЕ

цинских наук: 14.01.11. Санкт-Петербург; ФГБУ «Национальный 
медицинский исследовательский центр имени В.А. Алмазова» 
Минздрава России. Санкт-Петербург, 2019.156 с.

4.	 Былина С.Г. Смертность городского и сельского населения 
РФ по причинам смерти: сравнительный анализ // Международный 
научно-исследовательский журнал. 2020. № 10. Т. 100. С. 95–103. 
doi: 10.23670/IRJ.2020.100.10.054

5.	 Зубко А.В., Сабгайда Т.П., Семенова В.Г., Музыканто-
ва Н.Н. Потери российского населения от предотвратимых причин 
сердечно-сосудистой смертности в периоды до и во время панде-
мии // Социальные аспекты здоровья населения. 2023. № 69. Т. 1. 
doi: 10.21045/2071‑5021‑2023‑69‑1‑6

6.	 Wu S., Wu B., Liu M., Chen Z., Wang W., Anderson C.S., 
Sandercock P., Wang Y., Huang Y., Cui L., Pu C., Jia.J, Zhang T., 
Liu X., Zhang S., Xie P., Fan D., Ji X., Wong K.L., Wang L. China 
Stroke Study Collaboration. Stroke in China: advances and challenges 
in epidemiology, prevention, and management // Lancet Neurol. 2019. 
№ 4. С. 394–405. doi: 10.1016/S1474‑4422(18)30500‑3

7.	 Jackson S.M., Neibling B.A., Barker R.N. Stroke survivors’ 
perspectives on recovering in rural and remote Australia: A systematic 
mixed studies review // Aust Occup Ther J. 2022. № 69. Т. 2. С. 214–
230. doi: 10.1111/1440‑1630.12779

8.	 Leira E.C., Hess D.C., Torner J.C., Adams H.P. Jr. Rural-
urban differences in acute stroke management practices: a modifiable 
disparity // Arch Neurol. 2008. № 65. Т. 7. С. 887–91. doi: 10.1001/
archneur.65.7.887

9.	 Ермолаев Д.О., Ермолаева Ю.Н. Региональные особенности 
смертности от болезней системы кровообращения в контексте 
региональной программы по снижению сердечно-сосудистой 
смертности // Медико-фармацевтический журнал Пульс. 2021. 
№ 23. Т. 8. С. 21–27.

10.	 Клочихина О.А., Шпрах В.В., Стаховская Л.В., Полуни-
на Е.А. Анализ среднемноголетней заболеваемости и смертно-
сти от инсульта в регионах Российской Федерации, вошедших 
в федеральную программу реорганизации помощи пациентам 
с инсультом // Журнал неврологии и психиатрии им. С.С. Корса-
кова. Спецвыпуски. 2020. № 122. Т. 120. С. 3741.

11.	 Об утверждении краевой программы «Борьба с сердечно-
сосудистыми заболеваниями в Ставропольском крае». Поста-
новление Правительства Ставропольского края от 25 июня 
2019 г. № 277‑п. Режим доступа: https://shpakrb.ru/files/ZAKON/
Regionalnoe/2020/277‑p.pdf (Дата обращения: 24.07.2023).

12.	 Lou M., Yuan D., Liao S., Tong L., Li J. Potential mechanisms 
of cerebrovascular diseases in COVID‑19 patients // J. Neurovirol. 
2021. № 1. Т. 27. С. 35–51. doi: 10.1007/s13365‑021‑00948‑2

13.	 Tsivgoulis G., Palaiodimou L., Zand R., Lioutas V.A., 
Krogias C., Katsanos A.H., Shoamanesh A., Sharma V.K., Shahjouei S., 
Baracchini C., Vlachopoulos C., Gournellis R., Sfikakis P.P., 
Sandset E.C., Alexandrov A.V., Tsiodras S. COVID‑19 and 
cerebrovascular diseases: a comprehensive overview // Ther Adv Neurol 
Disord. 2020;13:1756286420978004. doi: 10.1177/1756286420978004.

14.	 Stein L.K., Mayman N.A., Dhamoon M.S., Fifi J.T. The emerging 
association between COVID‑19 and acute stroke // Trends Neurosci. 
2021. № 7. Т. 44. С. 527–537. doi: 10.1016/j.tins.2021.03.005

15.	 Белозеров В.С., Щитова Н.А., Турун П.П., Эшроков В.М., 
Панин А.Н. Ставропольский край. Социальный портрет региона. 

Социальный атлас российских регионов. Режим доступа: http://
www.ecoross.ru/files/atlas/stavr.shtml (Дата обращения: 01.07.2023).

16.	 Бызов Н.С., Ножкина Н.В. Современные вопросы 
медико-демографических последствий здоровьесбережения при 
цереброваскулярных болезнях // Сборник статей IX Уральского 
демографического форума. Екатеринбург: Институт экономики 
УрО РАН. Екатеринбург. 2018. 505 с.

17.	 Доклад о состоянии и тенденциях демографической ситу-
ации в Cтавропольском крае. Ставрополь: Министерство труда 
и социальной защиты населения Ставропольского края. Бюро 
новостей, 2018. 76 с.

18.	 Мухаметзянов А.М. Заболеваемость цереброваскулярными 
болезнями по данным обращаемости населения г. Уфы // Совре-
менные проблемы науки и образования. 2014. № 3. URL: https://
science-education.ru/ru/article/view?id = 13095 (Дата обращения 
25.08.2023)

19.	 Социально значимые заболевания населения России 
в 2009 году (Статистические материалы). М.: ЦНИИОИЗ. 2010. 66 с.

20.	 Какорина Е.П., Стародубов В.И., Александрова Г.А., 
Поликарпов А.В., Голубев Н.А., Огрызко Е.В., Кадулина Н.А., 
Беляева И.М., Авдеева Л.Н., Семенова Т.А., Обломова М.В., Про-
нина Т.В. Социально значимые заболевания населения России 
в 2009 году (Статистические материалы). М.: ЦНИИОИЗ Минз-
драва России. 2010. 64 с.

21.	 Котова Е.Г., Кобякова О.С., Стародубов В.И., Алексан-
дрова Г.А., Голубев Н.А., Кучерявая Д.А., Огрызко Е.В., Поли-
карпов А.В., Шелепова Е.А. Социально-значимые заболевания 
населения России в 2021 году (Статистические материалы). М.: 
ЦНИИОИЗ Минздрава России, 2022. 78 с.

22.	 Гуров А.Н. Уровень заболеваемости цереброваскулярными 
болезнями, летальности и смертности в Московской области 
в 2014 г. // Альманах клинической медицины. 2015. № 39. С. 11–14.

References
1.	 Murav’eva AA, Mikhaylova YuV, Sterlikov SA. Features of 

the incidence of cerebrovascular diseases in the Stavropol Territory in 
the context of the implementation of the regional program «fighting 
cardiovascular diseases in the Stavropol Territory». Modern problems 
of health care and medical statistics. 2013;(3): 903–929. doi:10.2441
2/2312‑2935‑2023‑3‑903‑929

2.	 Global and regional diabetes prevalence estimates for 2019 
and projections for 2030 and 2045: Results from the International 
Diabetes Federation Diabetes Atlas, 9 th edition. Diabetes Res Clin 
Pract. 2019;157:107843. doi: 10.1016/j.diabres.2019.107843

3.	 Gafurova DU. Cerebral strokes and their features in rural 
residents of the Republic of Dagestan. PhD Thesis. Saint Petersburg; 
National Medical Research Center named after V.A. Almazov, Russia, 
2019. 156 p. (In Russian).

4.	 Bylina SG. Mortality of the urban and rural population of 
the Russian Federation by cause of death: a comparative analysis. 
International Scientific Research Journal. 2020;10(100):95–103. 
doi: 10.23670/IRJ.2020.100.10.054 (In Russian).

5.	 Zubko AV, Sabgayda TP, Semenova VG, Muzykantova NN. 
Losses of the Russian population from preventable causes of 
cardiovascular mortality in the periods before and during the pandemic. 



Abramov AY et al.  RUDN Journal of Medicine. 2023;27(4)

495HEALTH POLICY AND PUBLIC HEALTH

Social aspects of public health. 2023;69(1). doi: 10.21045/2071‑502
1‑2023‑69‑1‑6 (In Russian).

6.	 Wu S, Wu B, Liu M, Chen Z, Wang W, Anderson CS, 
Sandercock P, Wang Y, Huang Y, Cui L, Pu C, Jia J, Zhang T, Liu X, 
Zhang S, Xie P, Fan D, Ji X, Wong KL, Wang L. China Stroke 
Study Collaboration. Stroke in China: advances and challenges 
in epidemiology, prevention, and management. Lancet Neurol. 
2019;18(4):394–405. doi: 10.1016/S1474‑4422(18)30500‑3

7.	 Jackson SM, Neibling BA, Barker RN. Stroke survivors’ 
perspectives on recovering in rural and remote Australia: A systematic 
mixed studies review. Aust Occup Ther J. 2022;69(2):214–230. 
doi: 10.1111/1440‑1630.12779

8.	 Leira EC, Hess DC, Torner JC, Adams HP Jr. Rural-urban 
differences in acute stroke management practices: a modifiable disparity. 
Arch Neurol. 2008;65(7):887–91. doi: 10.1001/archneur.65.7.887

9.	 Ermolaev DO, Ermolaeva Yu N. Regional features of 
mortality from diseases of the circulatory system in the context of 
a regional program to reduce cardiovascular mortality. Medical and 
pharmaceutical journal Pulse. 2021;23(8):21–27 (In Russian).

10.	 Klochikhina OA, Shprakh VV, Stakhovskaya LV, Polunina EA. 
Analysis of the average long-term morbidity and mortality from 
stroke in the regions of the Russian Federation included in the 
federal program for the reorganization of care for patients with stroke. 
Journal of Neurology and Psychiatry. S.S. Korsakov. Special Issues. 
2020;120(122):3741. (In Russian).

11.	 On the approval of the regional program «Fight against 
cardiovascular diseases in the Stavropol Territory». Decree of the 
Government of the Stavropol Territory dated June 25, 2019 No. 277‑p. 
URL: https://shpakrb.ru/files/ZAKON/Regionalnoe/2020/277‑p.pdf 
(Cited: 01.07.2023) (In Russian).

12.	 Lou M, Yuan D, Liao S, Tong L, Li J. Potential mechanisms 
of cerebrovascular diseases in COVID‑19 patients. J. Neurovirol. 
2021;27(1):35–51. doi: 10.1007/s13365‑021‑00948‑2

13.	 Tsivgoulis G, Palaiodimou L, Zand R, Lioutas VA, Krogias C, 
Katsanos AH, Shoamanesh A, Sharma VK, Shahjouei S, Baracchini C, 
Vlachopoulos C, Gournellis R, Sfikakis PP, Sandset EC, Alexandrov AV, 
Tsiodras S. COVID‑19 and cerebrovascular diseases: a comprehensive 

overview. Ther Adv Neurol Disord. 2020;13:1756286420978004. 
doi: 10.1177/1756286420978004. (In Russian).

14.	 Stein LK, Mayman NA, Dhamoon MS, Fifi JT. The emerging 
association between COVID‑19 and acute stroke. Trends Neurosci. 
2021 Jul;44(7):527–537. DOI: 10.1016/j.tins.2021.03.005

15.	 Belozerov VS, Shhitova NA, Turun PP, Jeshrokov VM, Panin 
AN. Stavropol region. Social portrait of the region // Social atlas of 
Russian regions. http://www.ecoross.ru/files/atlas/stavr.shtml (Cited: 
01.07.2023) (In Russian).

16.	 Byzov NS, Nozhkina NV. Modern issues of medical and 
demographic consequences of health conservation in cerebrovascular 
diseases. Collection of articles of the IX Ural Demographic Forum. 
Ekaterinburg: Institute of Economics, Ural Branch of the Russian 
Academy of Sciences. Ekaterinburg. 2018: 494–505 (In Russian).

17.	 Report on the state and trends of the demographic situation in 
the Stavropol Territory. Ministry of Labor and Social Protection of the 
Population of the Stavropol Territory. Stavropol. 2018: 76 p. (In Russian).

18.	 Mukhametzyanov AM. Incidence of cerebrovascular diseases 
according to the population of Ufa/Modern problems of science and 
education. Modern problems of science and education. 2014;(3). https://
science-education.ru/ru/article/view?id = 13095. (Cited 25.08.2023) 
(In Russian).

19.	 Socially significant diseases of the Russian population in 2009 
(Statistical materials). M.: TsNIIOIZ, 2010. 66 p. (In Russian).

20.	 Kakorina EP, Starodubov VI, Aleksandrova GA, Polikarpov AV, 
Golubev NA, Ogryzko EV, Kadulina NA, Belyaeva IM, Avdeeva LN, 
Semenova TA, Oblomova MV, Pronina TV. Socially significant diseases 
of the Russian population in 2009 (Statistical materials). M.: TsNIIOIZ 
Minzdrava Rossii. 2010. 64 p. (In Russian).

21.	 Kotova EG, Kobyakova OS, Starodubov VI, Aleksandrova GA, 
Golubev NA, Kucheryavaya DA, Ogryzko EV, Polikarpov AV, Shelepova 
EA. Socially significant diseases of the Russian population in 2021 
(Statistical materials). M.: TsNIIOIZ Minzdrava Rossii, 2022. 78 p. 
(In Russian).

22.	 Gurov AN. The incidence rate of cerebrovascular diseases, 
mortality and mortality in the Moscow region in 2014. Almanac of 
Clinical Medicine. 2015;39:11–14. (In Russian).

Ответственный за переписку: Муравьева Алла Анатольевна — кандидат медицинских наук, декан факультета дову-
зовского образования, доцент кафедры анестезиологии, реаниматологии с курсом ДПО, ФГБОУ ВО «Ставропольский 
государственный медицинский университет» Минздрава России, Российская Федерация, 355017, г. Ставрополь, ул. 
Мира, д. 310. Е-mail: Muravyeva81@mail.ru
Муравьева А.А. ORCID 0000–0002–4460–870X
Абрамов А.Ю. SPIN 761060; ORCID 0000–0001–7178–1260.
Михайлова Ю.В. ORCID 0000–0001–6779–726X
Стерликов С.А. ORCID 0000–0001–8173–8055

Corresponding author: Muravyеva Alla Anatolyevna — PhD, MD, Dean of the Faculty of Pre-University Education, Associate 
Professor of the Department of Anesthesiology and Reanimatology with a course of additional vocational training, Federal 
State Budgetary Educational Institution of Higher Education «Stavropol State Medical University» of the Ministry of Health of 
Russia, 355017, Stavropol, st. Mira, 310. Russian Federation. E-mail: Muravyeva81@mail.ru
Muravyеva A.A. ORCID 0000–0002–4460–870X
Abramov A. Yu. ORCID 0000–0001–7178–1260
Mikhailova Yu.V. ORCID 0000–0001–6779–726X
Sterlikov S.A. ORCID 0000–0001–8173–8055



Вестник РУДН. Серия: МЕДИЦИНА 2023;27(4)
http://journals.rudn.ru/medicineRUDN Journal of MEDICINE. ISSN 2313-0245 (Print). ISSN 2313-0261 (Online)

496 ОРГАНИЗАЦИЯ ЗДРАВООХРАНЕНИЯ И ОБЩЕСТВЕННОЕ ЗДОРОВЬЕ

DOI: 10.22363/2313–0245–2023–27–4–496–514
EDN: IPEVRA

ОРИГИНАЛЬНОЕ ИССЛЕДОВАНИЕ
ORIGINAL RESEARCH

Выбор параметров и показателей клинических центров  
при прогнозировании набора пациентов  

для клинических исследований
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Московский государственный университет имени М.В. Ломоносова, г. Москва, Российская Федерация
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Аннотация. Актуальность. Набор пациентов и его соответствие протоколу клинического исследования является 
одной из основных целей проведения исследования осуществимости перед стартом любого клинического исследования. 
Оценка физибильности исследования является обязательным перед стартом любого международного многоцентрового 
клинического исследования, и одна из основных ее целей — это поиск клинических центров с подходящим пулом паци-
ентов для последующего их отбора и прогнозирования набора пациентов согласно требованиям протокола. Качественно 
проведенная физибильность — это клинические центры, набирающие валидных пациентов с соблюдением рамок протокола 
и предложенных центрами цифр набора. После проведения оценки физибильности прогноз набора пациентов должен 
совпадать с предуказанием набора пациентов протокола. Однако, более половины международных многоцентровых 
клинических исследований завершаются неудачей из-за неуспешного набора пациентов. Широко применяемый метод 
при оценке физибильности — опросный, и причинами последующих неудач в клиническом исследовании, может 
являться, как недооценка предоставленной информации в опросниках, так и отсутствие соответствующих параметров 
и показателей, и, как следствие, отбор неподходящих клинических центров. Подверженность к субъективности мнения 
в селекции сайтов также приводит к некачественному отбору сайтов и, следовательно, актуальность в обьективной 
и независимой оценке сохраняется. Цель исследования: проанализировать набор пациентов в отобранных клинических 
исследованиях; выявить связанные с набором параметры и показатели; найти статистически достоверную связь с успешным 
набором у проанализированных параметров и показателей. Материалы и методы. Проведен ретроспективный анализ 
4  международных мультицентровых клинических исследований II–III фаз по набору пациентов. Критерием для отбора 
являлся успешный набор пациентов. Статистический анализ: описательная статистика, многофакторный анализ, корре-
ляционный анализ. Результаты и обсуждение. Найдены параметры и показатели, показавшие сильную статистическую 
корреляционную связь с успешным набором пациентов в клинических центрах. В результате исследования сделаны 
выводы о необходимости расширения использования параметров и соотношения параметров: вместо показателей одного 
параметра — предполагаемый набор пациентов до включения в обязательную оценку сайтов расчетный параметр, 
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необходимо дополнительно учитывать также следующие параметры: тип сайта и время первичного отклика в днях. 
Выводы. Использование предложенных параметров и показателей уменьшит вероятность неудачи в наборе пациентов. 
Данные параметры позволят оценивать клинические центры с прогнозированием набора пациентов и отбирать более 
качественно клинические центры.

Ключевые слова: отбор сайтов, набор пациентов, успешный рекрутмент, клинические исследования
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Parameters and indicators selection of clinical centers in predicting 
the patients enrollment for clinical trials

Svyatoslav S. Milovanov 

Lomonosov Moscow State University, Moscow, Russian Federation
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Abstract. Relevance. Recruitment of patients and its compliance with the clinical trial protocol is one of the main goals 
of conducting a feasibility study before starting any clinical trial. Study feasibility is a must before starting any international 
multicentre clinical trial, and one of the main goals of feasibility is to find clinical centers with a suitable pool of patients for their 
subsequent selection and prediction of patient recruitment according to protocol requirements. Well-conducted fitness is clinical 
centers that recruit eligible patients in compliance with the protocol framework and the recruitment numbers proposed by the 
centers. After conducting fability, the patient recruitment prediction coincides with the protocol patient recruitment prediction. 
However, more than half of international multicenter clinical trials fail due to unsuccessful patient recruitment. A widely used 
method in the study of feasibility is a questionnaire and the reasons for subsequent failures in a clinical trial can be both an 
underestimation of the information provided in the questionnaires, and the lack of appropriate parameters and indicators, and, as 
a result, the selection of inappropriate clinical centers. Exposure to the subjectivity of opinion in the selection of sites also leads to 
poor selection of sites and, therefore, relevance in an objective and independent assessment remains. The aim of the study was to 
analyze the set of patients in selected clinical trials, identify set-related parameters and measures, and find a statistically significant 
relationship with a successful set of analyzed parameters and measures. Materials and Methods: A retrospective analysis of 4 
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international multicenter clinical trials of II–III phases was carried out for the recruitment of patients. The selection criterion is 
a successful recruitment of patients. Statistical analysis: descriptive statistics, multivariate analysis, correlation analysis. Results 
and Discussion. Parameters and indicators were found that showed a strong statistical correlation with successful recruitment of 
patients in clinical centers. As a result of the study, conclusions were drawn about the need to expand the use of parameters and 
the ratio of parameters: instead of indicators of one parameter — the expected set of patients before inclusion in the mandatory 
assessment of sites is a calculated parameter, it is also necessary to additionally take into account the following parameters: type 
of site and initial response time in days. Conclusions. Using the proposed parameters and metrics will reduce the likelihood of 
failure in patient recruitment. These parameters will make it possible to evaluate clinical centers with a prediction of the number 
of patients and to select more qualitative clinical centers.

Keywords: site selection, patient recruitment, successful recruitment, clinical trials
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Введение
Золотой стандарт клинических исследований 

II–III фаз — это рандомизированные клинические 
исследования [1–4]. Также общепринятая практика 
в клинических исследованиях — проведение оценки 
физибильности перед стартом набора пациентов 
и одной из основных целей физибильности являет-
ся выявление необходимого пула пациентов [5, 6] 
и, в свою очередь, барьер в наборе пациентов — это 
некачественно проведенная оценка физибильность 
[7]. Только два из тринадцати клинических иссле-
дований выполняют набор пациентов в заплани-
рованный по протоколу срок и авторами выявлена 
также большая неравномерность в распределении 
рандомизированных пациентов по клиническим 
центрам, участвующими в исследовании [5, 8, 9]. 

D. Hunninghake с коллегами прямо указывают на на-
бор пациентов, как наиболее трудновыполнимую 
задачу любого клинического исследования [8].

Из существующих параметров, предоставля-
емых клиническим центром в отношении набора 
пациентов, главный исследователь на этапе оценки 
физибильности предоставляет количество предпо-
лагаемого набора пациентов, согласно требованиям 
GCP [10,11]. После проведения оценки физибильно-
сти селекция клинических центров в большинстве 
своем, основывается на субьективном факторе [12]. 
Поиск и расширение параметров, позволяющих 
спрогнозировать набор пациентов при выборе кли-
нических центров, остается актуальной проблемы 
в клинических исследованиях.
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Материалы и методы
Данные для анализа сгенерированы в 4 между-

народных многоцентровых клинических исследо-
ваниях (ММКИ):
1. Рака головы и шеи — III фазы — 
	 (EudraCT — 2010-019952-35)
2. Рака легких — (EudraCT — 2011-001084-42)
3. Колоректального рака — 
	 (EudraCT — 2006-004214-41)
4. Идиопатической пурпуре. — 
	 (EudraCT — 2009–014842–28)

Все наблюдавшиеся клинические исследования 
завершены успешно по набору пациентов, и это 
явилось критерием отбора выбранных ММКИ для 
изучения факторов.

Результаты набора пациентов и связанные с на-
бором данные получены из клинических центров 
России, Украины и Белоруссии, а также для анализа 
включены основные результаты набора по всем 
принимавшем участие клиническим центрам.

Всего набрано 622 пациента из 70 клини-
ческих центров, расположенных в 59 городах 
региона России, Украины, Белоруссии. Общее 
количество вовлеченных пациентов по всему 
миру — 1919.

Статистический Анализ
Использованы методы описательной статисти-

ки — расчитаны минимум и максимум значений, 
стандартное отклонение, средние значения, меди-
ана, мода, коэффициент вариации, доверительный 
интервал для параметров и показателей до и после 
завершения набора пациентов:

1. Тип сайта, предложенный для оценки набора:
По фактической скорости набранных пациентов 

мы провели типирование и выделили 4 группы (типы 
сайтов):
•	 «молчащие» сайты — со скоростью набора — 0 

рандомизированных пациентов (скрининг возмо-
жен) в месяц (тип 1);

•	 низкорекрутинговые — скорость набора от 0,01 
до 0,19 пациентов в месяц, то есть 1 пациент 
за пять месяцев (тип 2);

•	 среднерекрутинговые — скорость набора от 0,20 
до 0,89 пациентов в месяц, то есть 1 пациент 
за 5–1,4 месяца (тип 3);

•	 высокорекрутинговые — скорость набора от 0,90 
до 3 пациентов в месяц, то есть 1 пациент за 1,1–
0,3 месяца (тип 4).

2. Параметр времени ответа клинического цен-
тра на отосланный по электронной почте адрес 
главного исследователя (в днях).

3. Параметр — планируемое количество пациен-
тов — это план набора спрогнозированный главным 
исследователем на этапе поиска клинических цен-
тров для проведения клинического исследования.

4. Параметр — период рекрутмента (в днях) — 
период времени от активации сайта до последнего 
набранного пациента.

5. Параметр — финальная скорость набора 
пациентов.

6. Параметр — набранное количество пациентов 
в клиническом центре.

7. Параметр — время первого скрининга.
8. Параметр — опыт исследователя в клиниче-

ских исследованиях в годах.
9. Показатель — отношения параметров — отно-

шение времени отклика к предполагаемому набору 
пациентов.

10. Показатель отношение параметра времени 
первого скрининга ко времени первого отклика.

11. Показатель отношение предполагаемого 
набора пациентов/таргетный набор пациентов.

12. Параметры впервые выявленной заболевае-
мости и распространенности болезни. Для расчета 
показателей распространенности использовались 
данные Росстата о среднегодовой численности 
населения субъектов Российской Федерации 
за 2010–2020 гг.

Результаты и обсуждение
Проанализированы общие статистические 

значения: численность населения и расчетное зна-
чение распространенности заболеванием в России, 
Украине, Белоруссии (Таблица 1, 2) [13, 14].
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Таблица 1
Население России, Украины, Белоруссии в 2000–2020 гг.

№  Страна Население

1 Россия 145690635,5

2 Украина 44955750

3 Белоруссия 9474000

Table 1
Total number of residents in in Russia, Ukraine, Belarus in 2000–2020

№  Country Number of residents

1 Russia 145690635.5

2 Ukraine 44955750

3 Belorussia 9474000

Таблица 2
Абсолютная заболеваемость в России, Украине и Белоруссии (на основании заболеваемости на сто тысяч населения в год)  

по раку головы и шеи, раку легких, колоректальному раку и идиопатической пурпуре

№  Страна Рак головы и шеи Рак легких Колоректальный рак Идиопатическая пурпура c диагнозом — 
хроническая персистирующая ИТП

1 Россия 13500 62000 29918 100

2 Украина 3000 19330 8500 100

3 Белоруссия 1514 2430 3400 50

Примечание: * Протокол по ИТП включал пациентов с диагнозом хроническая персистирующая ИТП и таких пациентов 
было уменьшенное количество; ИТП — идиопатическая тромбоцитопеническая пурпура.

Table 2
Absolute Incidence in Russia, Ukraine and Belarus (based on incidence per hundred thousand population per year) 

for head and neck cancer, lung cancer, colorectal cancer and idiopathic purpura

№  Country Head and neck 
cancer Lung cancer Colorectal cancer Idiopathic purpura with a diagnosis  

of chronic persistent ITP*

1 Russia 13500 62000 29918 100

2 Ukraine 3000 19330 8500 100

3 Belorussia 1514 2430 3400 50

Note: * The ITP protocol included patients diagnosed with chronic persistent ITP and there were a reduced number of such patients; 
ITP — idiopathic thrombocytopenic purpura.

Доступность целевой популяции пациентов 
определялась по распространенности заболевания 
в локализации открытия центра [6, 9, 15, 16]. Расчет-

ная распространенность заболевания представлена 
в таблице 3.
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Таблица 3
Общее количество проживающих в городе открытия клинического центра по уровню распространенности нозологии 

 по регионам и городам открытия центра

Город Код 
исследования Страна Нозология Население 

в 2010 году

Заболеваемость нозологией 
протокола в год на сто тысяч 

населения

1 Санкт-Петербург CS001P3 Россия Рак головы и шеи 5391203 500

2 Москва CS001P3 Россия Рак головы и шеи 10430000 1018

3 Сочи CS001P3 Россия Рак головы и шеи 364171 34

4 Курск CS001P3 Россия Рак головы и шеи 1 100 248 102

5 Витебск CS001P3 Белоруссия Рак головы и шеи 347900 57

6 Минск CS001P3 Белоруссия Рак головы и шеи 1836800 305

7 Санкт-Петербург CS001P3 Россия Рак головы и шеи 5391203 500

8 Екатеринбург CS001P3 Россия Рак головы и шеи 4 300 374 398

9 Омск CS001P3 Россия Рак головы и шеи 1 915 170 177

10 Луцк STA9090 Украина Рак легких 213950 92

11 Тула STA9090 Россия Рак легких 496656 202

12 Владивосток STA9090 Россия Рак легких 598927 255

13 Донецк STA9090 Россия Рак легких 987000 411

14 Пенза STA9090 Россия Рак легких 519948 221

16 Киев STA9090 Украина Рак легких 2758000 1199

17 Челябинск STA9090 Россия Рак легких 1150000 489

18 Санкт-Петербург STA9090 Россия Рак легких 5391203 2294

19 Москва STA9090 Россия Рак легких 10430000 4914

20 Запорожье STA9090 Россия Рак легких 746749 321

21 Санкт-Петербург STA9090 Россия Рак легких 5391203 2294

22 Сочи STA9090 Россия Рак легких 364171 155

23 Нижний Новгород STA9090 Россия Рак легких 1257000 541

24 Сумы STA9090 Украина Рак легких 292139 123

25 Воронеж STA9090 Россия Рак легких 843531 385

26 Волгоград STA9090 Россия Рак легких 1019000 434

27 Ставрополь STA9090 Россия Рак легких 355914 164

28 Киев STA9090 Украина Рак легких 2758000 1199

29 Пятигорск STA9090 Россия Рак легких 144603 62

30 Кривой Рог STA9090 Украина Рак легких 695168 292

31 Самара STA9090 Россия Рак легких 1141000 490

32 Казань STA9090 Россия Рак легких 1169000 496

33 Харьков STA9090 Украина Рак легких 1419000 610

34 Москва STA9090 Россия Рак легких 10430000 4914

35 Днепропетровск STA9090 Украина Рак легких 966400 416
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Город Код 
исследования Страна Нозология Население 

в 2010 году

Заболеваемость нозологией 
протокола в год на сто тысяч 

населения

36 Москва LSO-OL006 Россия Колоректальный рак 10430000 2371

37 Санкт-Петербург LSO-OL006 Россия Колоректальный рак 5391203 1107

38 Санкт-Петербург LSO-OL006 Россия Колоректальный рак 5391203 1107

39 Донецк LSO-OL006 Россия Колоректальный рак 987000 181

40 Барнаул LSO-OL006 Россия Колоректальный рак 625 679 128

41 Черкассы LSO-OL006 Украина Колоректальный рак 279 074 53

42 Екатеринбург LSO-OL006 Россия Колоректальный рак 4 300 374 883

43 Ярославль LSO-OL006 Россия Колоректальный рак 597 161 123

44 Днепропетровск LSO-OL006 Украина Колоректальный рак 966 400 183

45 Москва LSO-OL006 Россия Колоректальный рак 10430000 2257

46 Москва LSO-OL006 Россия Колоректальный рак 10430000 2371

47 Запорожье LSO-OL006 Россия Колоректальный рак 746 749 141

48 Санкт-Петербург LSO-OL006 Россия Колоректальный рак 5391203 1107

49 Тамбов LSO-OL006 Россия Колоректальный рак 281 348 58

50 Санкт-Петербург LSO-OL006 Россия Колоректальный рак 5391203 1107

51 Киев LSO-OL006 Украина Колоректальный рак 2758000 527

52 Харьков LSO-OL006 Украина Колоректальный рак 1419000 268

53 Москва LSO-OL006 Россия Колоректальный рак 10430000 2371

54 Нижний Новгород LSO-OL006 Россия Колоректальный рак 1257000 261

55 Ижевск SM101–201 Россия ИТП 631182 0

56 Одесса SM101–201 Украина ИТП 993 120 2

57 Тула SM101–201 Россия ИТП 501629 0

58 Санкт-Петербург SM101–201 Россия ИТП 5391203 4

59 Днепропетровск SM101–201 Украина ИТП 966400 2

60 Киев SM101–201 Украина ИТП 2758000 6

61 Рязань SM101–201 Россия ИТП 526919 0

62 Краснодар SM101–201 Россия ИТП 715417 1

63 Электросталь SM101–201 Россия ИТП 156 136 0

64 Екатеринбург SM101–201 Россия ИТП 4300374 3

65 Нижний Новгород SM101–201 Россия ИТП 1257000 1

66 Харьков SM101–201 Украина ИТП 1419000 3

67 Сочи SM101–201 Россия ИТП 364171 0

68 Москва SM101–201 Россия ИТП 10430000 8

69 Саратов SM101–201 Россия ИТП 838 321 1

70 Черновцы STA9090 Украина Рак легких 241235 108

Примечание: ИТП — идиопатическая тромбоцитопеническая пурпура.

Окончание табл. 3
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Table 3
Total number of people living in the city of opening of the clinical center, by the level of prevalence of nosology by regions  

and cities of the opening of the center

City Study Country Nosology Population  
in 2010

The incidence of protocol 
nosology per year per hundred 

thousand population

1 Saint Petersburg CS001P3 Russia Head and neck cancer 5391203 500

2 Moscow CS001P3 Russia Head and neck cancer 10430000 1018

3 Sochi CS001P3 Russia Head and neck cancer 364171 34

4 Kursk CS001P3 Russia Head and neck cancer 1 100 248 102

5 Vitebsk CS001P3 Belorussia Head and neck cancer 347900 57

6 Minsk CS001P3 Belorussia Head and neck cancer 1836800 305

7 Saint Petersburg CS001P3 Russia Head and neck cancer 5391203 500

8 Ekaterinburg CS001P3 Russia Head and neck cancer 4 300 374 398

9 Omsk CS001P3 Russia Head and neck cancer 1 915 170 177

10 Lutsk STA9090 Ukraine Lungs’ cancer 213950 92

11 Tula STA9090 Russia Lungs’ cancer 496656 202

12 Vladivostok STA9090 Russia Lungs’ cancer 598927 255

13 Donetsk STA9090 Russia Lungs’ cancer 987000 411

14 Penza STA9090 Russia Lungs’ cancer 519948 221

16 Kyiv STA9090 Ukraine Lungs’ cancer 2758000 1199

17 Chelyabinsk STA9090 Russia Lungs’ cancer 1150000 489

18 Saint Petersburg STA9090 Russia Lungs’ cancer 5391203 2294

19 Moscow STA9090 Russia Lungs’ cancer 10430000 4914

20 Zaporozhye STA9090 Russia Lungs’ cancer 746749 321

21 Saint Petersburg STA9090 Russia Lungs’ cancer 5391203 2294

22 Sochi STA9090 Russia Lungs’ cancer 364171 155

23 Nizhny Novgorod STA9090 Russia Lungs’ cancer 1257000 541

24 Sumy STA9090 Ukraine Lungs’ cancer 292139 123

25 Voronezh STA9090 Russia Lungs’ cancer 843531 385

26 Volgograd STA9090 Russia Lungs’ cancer 1019000 434

27 Stavropol STA9090 Russia Lungs’ cancer 355914 164

28 Kyiv STA9090 Ukraine Lungs’ cancer 2758000 1199

29 Pyatigorsk STA9090 Russia Lungs’ cancer 144603 62

30 Krivoy Rog STA9090 Ukraine Lungs’ cancer 695168 292

31 Samara STA9090 Russia Lungs’ cancer 1141000 490

32 Kazan STA9090 Russia Lungs’ cancer 1169000 496

33 Kharkiv STA9090 Ukraine Lungs’ cancer 1419000 610

34 Moscow STA9090 Russia Lungs’ cancer 10430000 4914

35 Dnepropetrovsk STA9090 Ukraine Lungs’ cancer 966400 416
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City Study Country Nosology Population  
in 2010

The incidence of protocol 
nosology per year per hundred 

thousand population

36 Moscow LSO-OL006 Russia Colorectal cancer 10430000 2371

37 Saint Petersburg LSO-OL006 Russia Colorectal cancer 5391203 1107

38 Saint Petersburg LSO-OL006 Russia Colorectal cancer 5391203 1107

39 Donetsk LSO-OL006 Russia Colorectal cancer 987000 181

40 Barnaul LSO-OL006 Russia Colorectal cancer 625 679 128

41 Cherkasy LSO-OL006 Ukraine Colorectal cancer 279 074 53

42 Ekaterinburg LSO-OL006 Russia Colorectal cancer 4 300 374 883

43 Yaroslavl LSO-OL006 Russia Colorectal cancer 597 161 123

44 Dnepropetrovsk LSO-OL006 Ukraine Colorectal cancer 966 400 183

45 Moscow LSO-OL006 Russia Colorectal cancer 10430000 2257

46 Moscow LSO-OL006 Russia Colorectal cancer 10430000 2371

47 Zaporozhye LSO-OL006 Ukraine Colorectal cancer 746 749 141

48 Saint Petersburg LSO-OL006 Russia Colorectal cancer 5391203 1107

49 Tambov LSO-OL006 Russia Colorectal cancer 281 348 58

50 Saint Petersburg LSO-OL006 Russia Colorectal cancer 5391203 1107

51 Kyiv LSO-OL006 Ukraine Colorectal cancer 2758000 527

52 Kharkiv LSO-OL006 Ukraine Colorectal cancer 1419000 268

53 Moscow LSO-OL006 Russia Colorectal cancer 10430000 2371

54 Nizhny Novgorod LSO-OL006 Russia Colorectal cancer 1257000 261

55 Izhevsk SM101–201 Russia ITP 631182 0

56 Odessa SM101–201 Ukraine ITP 993 120 2

57 Tula SM101–201 Russia ITP 501629 0

58 Saint Petersburg SM101–201 Russia ITP 5391203 4

59 Dnepropetrovsk SM101–201 Ukraine ITP 966400 2

60 Kyiv SM101–201 Ukraine ITP 2758000 6

61 Ryazan SM101–201 Russia ITP 526919 0

62 Krasnodar SM101–201 Russia ITP 715417 1

63 Elektrostal SM101–201 Russia ITP 156 136 0

64 Ekaterinburg SM101–201 Russia ITP 4300374 3

65 Nizhny Novgorod SM101–201 Russia ITP 1257000 1

66 Kharkiv SM101–201 Ukraine ITP 1419000 3

67 Sochi SM101–201 Russia ITP 364171 0

68 Moscow SM101–201 Russia ITP 10430000 8

69 Saratov SM101–201 Russia ITP 838 321 1

70 Chernivtsi STA9090 Ukraine Lungs’ cancer 241235 108

Note: ITP — idiopathic thrombocytopenic purpura.

End of the table 3
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Анализ таблицы показывает, что целевая попу-
ляция пациентов может отсутствовать в некоторых 
городах, в которых открыты клинические центры. 
Вероятно, субъективные причины повлияли на от-

крытие клинического центра и прежде всего это 
предполагаемый набор пациентов, предложенный 
на этапе оценки физибильности (таблица 4).

Таблица 4
Прогноз набора пациентов на этапе начала исследования (предполагаемый набор пациентов)

№  Город Код исследования Страна Нозология Планируемый набор 
пациентов

1 Москва CS001P3 Россия Рак головы и шеи 5

2 Сочи CS001P3 Россия Рак головы и шеи 5

3 Спб CS001P3 Россия Рак головы и шеи 5

4 Курск CS001P3 Россия Рак головы и шеи 5

5 Витебск CS001P3 Белоруссия Рак головы и шеи 12

6 Минск CS001P3 Белоруссия Рак головы и шеи 12

7 Санкт-Петербург CS001P3 Россия Рак головы и шеи 5

8 Омск CS001P3 Россия Рак головы и шеи 5

9 Екатеринбург CS001P3 Россия Рак головы и шеи 5

10 Челябинск STA9090 Россия Рак легких 12

11 Пенза STA9090 Россия Рак легких 6

12 Тула STA9090 Россия Рак легких 15

13 Санкт-Петербург STA9090 Россия Рак легких 12

14 Москва STA9090 Россия Рак легких 10

15 Сочи STA9090 Россия Рак легких 10

16 Санкт-Петербург STA9090 Россия Рак легких 12

17 Владивосток STA9090 Россия Рак легких 5

18 Донецк STA9090 Россия Рак легких 14

19 Черновцы STA9090 Украина Рак легких 15

20 Луцк STA9090 Украина Рак легких 15

21 Запорожье STA9090 Россия Рак легких 12

22 Киев STA9090 Украина Рак легких 13

23 Киев STA9090 Украина Рак легких 12

24 Волгоград STA9090 Россия Рак легких 18

25 Пятигорск STA9090 Россия Рак легких 12

26 Самара STA9090 Россия Рак легких 8

27 Нижний Новгород STA9090 Россия Рак легких 24

28 Воронеж STA9090 Россия Рак легких 14

29 Ставрополь STA9090 Россия Рак легких 10

30 Кривой Рог STA9090 Украина Рак легких 12

31 Сумы STA9090 Украина Рак легких 25

32 Киев STA9090 Украина Рак легких 15
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№  Город Код исследования Страна Нозология Планируемый набор 
пациентов

33 Казань STA9090 Россия Рак легких 7

34 Харьков STA9090 Украина Рак легких 14

35 Москва STA9090 Россия Рак легких 10

36 Днепропетровск STA9090 Украина Рак легких 12

37 Санкт-Петербург LSO-OL006 Россия Колоректальный рак 15

38 Санкт-Петербург LSO-OL006 Россия Колоректальный рак 15

39 Москва LSO-OL006 Россия Колоректальный рак 15

40 Барнаул LSO-OL006 Россия Колоректальный рак 10

41 Ярославль LSO-OL006 Россия Колоректальный рак 10

42 Екатеринбург LSO-OL006 Россия Колоректальный рак 15

43 Донецк LSO-OL006 Россия Колоректальный рак 6

44 Черкассы LSO-OL006 Украина Колоректальный рак 10

45 Днепропетровск LSO-OL006 Украина Колоректальный рак 10

46 Москва LSO-OL006 Россия Колоректальный рак 15

47 Санкт-Петербург LSO-OL006 Россия Колоректальный рак 15

48 Москва LSO-OL006 Россия Колоректальный рак 15

49 Санкт-Петербург LSO-OL006 Россия Колоректальный рак 15

50 Тамбов LSO-OL006 Россия Колоректальный рак 15

51 Запорожье LSO-OL006 Россия Колоректальный рак 10

52 Нижний Новгород LSO-OL006 Россия Колоректальный рак 15

53 Москва LSO-OL006 Россия Колоректальный рак 15

54 Киев LSO-OL006 Украина Колоректальный рак 8

55 Харьков LSO-OL006 Украина Колоректальный рак 12

56 Тула SM101–201 Россия ИТП 4

57 Ижевск SM101–201 Россия ИТП 2

58 Санкт-Петербург SM101–201 Россия ИТП 4

59 Киев SM101–201 Украина ИТП 9

60 Днепропетровск SM101–201 Украина ИТП 5

61 Одесса SM101–201 Украина ИТП 2

62 Электросталь SM101–201 Россия ИТП 8

63 Екатеринбург SM101–201 Россия ИТП 9

64 Нижний Новгород SM101–201 Россия ИТП 6

65 Рязань SM101–201 Россия ИТП 4

66 Краснодар SM101–201 Россия ИТП 5

67 Сочи SM101–201 Россия ИТП 8

68 Харьков SM101–201 Украина ИТП 9

69 Саратов SM101–201 Россия ИТП 8

70 Москва SM101–201 Россия ИТП 15

Примечание: ИТП — идиопатическая тромбоцитопеническая пурпура.

Окончание табл. 4
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Table 4
Prognosis of enrollment at the start of the study (estimated enrollment)

№ 
City Study N Country Nosology Proposed of 

enrollment

1 Moscow CS001P3 Russia Head and neck cancer 5

2 Sochi CS001P3 Russia Head and neck cancer 5

3 St. Petersburg CS001P3 Russia Head and neck cancer 5

4 Kursk CS001P3 Russia Head and neck cancer 5

5 Vitebsk CS001P3 Belarus Head and neck cancer 12

6 Minsk CS001P3 Belarus Head and neck cancer 12

7 Saint Petersburg CS001P3 Russia Head and neck cancer 5

8 Omsk CS001P3 Russia Head and neck cancer 5

9 Ekaterinburg CS001P3 Russia Head and neck cancer 5

10 Chelyabinsk STA9090 Russia Lungs’ cancer 12

11 Penza STA9090 Russia Lungs’ cancer 6

12 Tula STA9090 Russia Lungs’ cancer 15

13 Saint Petersburg STA9090 Russia Lungs’ cancer 12

14 Moscow STA9090 Russia Lungs’ cancer 10

15 Sochi STA9090 Russia Lungs’ cancer 10

16 Saint Petersburg STA9090 Russia Lungs’ cancer 12

17 Vladivostok STA9090 Russia Lungs’ cancer 5

18 Donetsk STA9090 Russia Lungs’ cancer 14

19 Chernivtsi STA9090 Ukraine Lungs’ cancer 15

20 Lutsk STA9090 Ukraine Lungs’ cancer 15

21 Zaporozhye STA9090 Ukraine Lungs’ cancer 12

22 Kyiv STA9090 Ukraine Lungs’ cancer 13

23 Kyiv STA9090 Ukraine Lungs’ cancer 12

24 Volgograd STA9090 Russia Lungs’ cancer 18

25 Pyatigorsk STA9090 Russia Lungs’ cancer 12

26 Samara STA9090 Russia Lungs’ cancer 8

27 Nizhny Novgorod STA9090 Russia Lungs’ cancer 24

28 Voronezh STA9090 Russia Lungs’ cancer 14

29 Stavropol STA9090 Russia Lungs’ cancer 10

30 Krivoy Rog STA9090 Ukraine Lungs’ cancer 12

31 Sumy STA9090 Ukraine Lungs’ cancer 25

32 Kyiv STA9090 Ukraine Lungs’ cancer 15

33 Kazan STA9090 Russia Lungs’ cancer 7

34 Kharkiv STA9090 Ukraine Lungs’ cancer 14

35 Moscow STA9090 Russia Lungs’ cancer 10

36 Dnepropetrovsk STA9090 Ukraine Lungs’ cancer 12

37 Saint Petersburg LSO-OL006 Russia colorectal cancer 15
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№ 
City Study N Country Nosology Proposed of 

enrollment

38 Saint Petersburg LSO-OL006 Russia colorectal cancer 15

39 Moscow LSO-OL006 Russia colorectal cancer 15

40 Barnaul LSO-OL006 Russia colorectal cancer 10

41 Yaroslavl LSO-OL006 Russia colorectal cancer 10

42 Ekaterinburg LSO-OL006 Russia colorectal cancer 15

43 Donetsk LSO-OL006 Ukraine colorectal cancer 6

44 Cherkasy LSO-OL006 Ukraine colorectal cancer 10

45 Dnepropetrovsk LSO-OL006 Ukraine colorectal cancer 10

46 Moscow LSO-OL006 Russia colorectal cancer 15

47 Saint Petersburg LSO-OL006 Russia colorectal cancer 15

48 Moscow LSO-OL006 Russia colorectal cancer 15

49 Saint Petersburg LSO-OL006 Russia colorectal cancer 15

50 Tambov LSO-OL006 Russia colorectal cancer 15

51 Zaporozhye LSO-OL006 Ukraine colorectal cancer 10

52 Nizhny Novgorod LSO-OL006 Russia colorectal cancer 15

53 Moscow LSO-OL006 Russia colorectal cancer 15

54 Kyiv LSO-OL006 Ukraine colorectal cancer 8

55 Kharkiv LSO-OL006 Ukraine colorectal cancer 12

56 Tula SM101–201 Russia ITP 4

57 Izhevsk SM101–201 Russia ITP 2

58 Saint Petersburg SM101–201 Russia ITP 4

59 Kyiv SM101–201 Ukraine ITP 9

60 Dnepropetrovsk SM101–201 Ukraine ITP 5

61 Odessa SM101–201 Ukraine ITP 2

62 Elektrostal SM101–201 Russia ITP 8

63 Ekaterinburg SM101–201 Russia ITP 9

64 Nizhny Novgorod SM101–201 Russia ITP 6

65 Ryazan SM101–201 Russia ITP 4

66 Krasnodar SM101–201 Russia ITP 5

67 Sochi SM101–201 Russia ITP 8

68 Kharkiv SM101–201 Ukraine ITP 9

69 Saratov SM101–201 Russia ITP 8

70 Moscow SM101–201 Russia ITP 15

Note: ITP — idiopathic thrombocytopenic purpura

End of the table 4

Соотношение финального набора пациентов, предполагаемого набора пациентов и заболеваемости 
представлено на рисунке 1.
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Параметры, поддающиеся статистической обработке представлены в таблице 5.

Таблица 5
Значения параметров со статистическими значениями

№  Параметры

Статистические показатели
N = 70

Мин-макс
σ, 

доверительный 
интервал

X ± m CV, % Медиана Мода

1 Tип сайта по набору пациентов 1–4 0,1 2,1 ± 0,05 50,9 2 1

2 Время первичного ответа в днях 1–120 1,9 24,16 ± 0,97 90,3 15 7

3 Предполагаемый набор пациентов 2–25 0,4 10,6 ± 0,2 44,4 12 15

4 Финальный период набора пациентов в днях 728–1092 13,3 806,3 ± 6,65 18,6 728 728

5 Финальная скорость набора пациентов в месяц, 
pts per month 0–2,89 0,1 0,33 ± 0,03 187,1 0,077 0

6 Финальное количество набранных пациентов 0–75 1,4 8,89 ± 0,72 182,6 2 0

7 Опыт исследователя в годах 0–12 0,2 5,69 ± 0,09 36,6 6 6

8 Время первого скрининга в днях 0–480 9,5 76,33 ± 4,7 140,3 20 0

Table 5
Parameter values with statistical values

№  Parameters

Statistical values
N = 70

Мin-маx σ, confidence 
interval X ± m CV, % Mediana Moda

1 Site type for recruitment of patients 1–4 0.1 2.1 ± 0.05 50.9 2 1

2 Initial response time in days 1–120 1.9 24.16 ± 0.97 90.3 15 7

3 Estimated patient enrollment 2–25 0.4 10.6 ± 0.2 44.4 12 15

4 Final recruitment period in days 728–1092 13.3 806.3 ± 6.65 18.6 728 728

5 Final patient recruitment rate per month, 
pts per month 0–2.89 0.1 0.33 ± 0.03 187.1 0.077 0

6 Final number of recruited patients 0–75 1.4 8.89 ± 0.72 182.6 2 0

7 Researcher experience in years 0–12 0.2 5.69 ± 0.09 36.6 6 6

8 Time of first screening in days 0–480 9.5 76.33 ± 4.7 140.3 20 0

Соотношения параметров представлены в таблице 6.
Таблица 6

Значения показателей со статистическими показателями

№  Показатели

Статистические показатели

Мин-макс σ, доверительный 
интервал X ± m CV, % Медиана Мода

1 Отношение времени первичного ответа 
в дн/предполагаемому набору пациентов 0,2–22,5 0,3 2,99  ±  0,17 128,6 2 0,58

2 Отношение времени первого скрининга 
в днях/время первичного ответа в днях 0–38,57 0,7 5,18 ± 0,33 145,6 2,1 0

3 Отношение предполагаемого набора 
пациентов/таргетный набор пациентов 0,51–21,74 0,3 4,32 ± 0,17 86,4 3,1 3,1
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Table 6
Values of indicators

№  Indicators

Statistical values
N  =  70

Min-мaxс σ, confidence 
interval X ± m CV, % Mediana Moda

1 Ratio of Primary Response Time in 
Days/Estimated Patient Enrollment 0.2–22.5 0.3 2.99 ± 0.17 128.6 2 0.58

2 Ratio of First Screening Time in 
days/Initial Response Time in days 0–38.57 0.7 5.18 ± 0.33 145.6 2.1 0

3 Intended Enrollment/Targeted  
Enrollment Ratio 0.51–21.74 0.3 4.32 ± 0.17 86.4 3.1 3.1

Далее был проведен корреляционный анализ с финальным набором пациентов с помощью пакет 
Excel 2016 (таблица 7).

Таблица 7
Корреляционные связи параметров и показателей, r

Название параметра
Набранное 

количество пациентов 
в клиническом центре

финальная 
скорость набора 

пациентов

Фактическая 
продолжительность 

набора пациентов в днях

Опыт исследователя 
в клинических 

исследованиях в годах

Тип сайта 0,81 0,81 0,21 –

Время первичного отклика в днях -0,26 0,27 -0,03 –

Отношение предполагаемого 
набора пациентов /таргетному 
набору пациентов

0,5 – 0,51 -0,27

Отношение время первичного 
ответа в дн/предполагаемому 
набору пациентов

– -0,23 0,45 –

Table 7
Correlations of parameters and indicators, r

Parameters
Number of patients 

recruited at the clinical 
site

Final  
recruitment rate

Actual duration of 
patient recruitment in 

days

Investigator experience 
in clinical trials in years

Site Type 0.81 0.81 0.21 -

Initial response time in days -0.26 0.27 -0.03 -

Intended Enrollment/Targeted 
Enrollment Ratio 0.5 - 0.51 -0.27

Ratio of Primary Response Time in 
Days/Estimated Patient Enrollment - -0.23 0.45 -

Незначительное число параметров имеют ста-
тистическую корреляционную связь с финальным 
числом набранных пациентов, что требует даль-
нейшего изучения.

Протокол клинического исследования вклю-
чает в себя прогноз набора пациентов в виде 
предуказания, и обязанность следовать протоколу 
закреплена GCP, поэтому задержка в наборе па-

циентов или недостижение таргентного набора, 
также является отклонением от протокола [15, 17, 
18]. Саватеев А.В. с соавторами, а также другие 
исследователи считают, что при проведении оценки 
физибильности обязательным является изучение 
эпидемиологических параметров заболеваемости 
и распространенности болезней и GCP в разделе 
до исследования требует от сайта показать коли-
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чество пациентов достаточную для достижения 
таргетного набора и рассчитать скорость набора 
пациентов, что на практике ограничивается только 
предполагаемым набором пациентов и наши данные 
подтверждают это — в клинические исследования 
включались центры, которые при проведении оценки 
физибильности заявляли набор пациентов больше 
нуля, хотя заболеваемость и распространенность 
болезни протокола не давала предпосылок к набору 
пациентов в локации от отобранного клиническо-
го центра [6, 16]. Аналогичные выводы по отбору 
клинических центров приводят L. Wynn, а также 
D. Gross, когда в клиническое исследование отби-
рались сайты на основании субъективного мнения 
специалистов клинических исследований [12, 19]. 
Для объективизации возможностей клинического 
центра по набору пациентов до старта рекрутинго-
вого периода авторы предлагают расчетные методы 
[20, 21], мы предлагаем расширить использование 
параметров и соотношения параметров — показа-
телей с одного параметра — предполагаемый набор 
пациентов до включения в обязательную оценку 
сайтов расчетный параметр — тип сайта и время 
первичного отклика в днях.

Выводы

На основании многолетних наблюдений и по-
следующего ретроспективного анализа четырёх 
международных мультицентровых клинических 
исследований, успешных по набору пациентов, 
были выявлены, изучены и впервые предложены 
объективные параметры и показатели, позволяющие 
спрогнозировать набор пациентов на этапе отбора 
клинических центров. В результате исследования 
сделаны выводы о необходимости расширения ис-
пользования параметров и соотношения параметров: 
вместо показателей одного параметра — предполага-
емый набор пациентов до включения в обязательную 
оценку сайтов расчетный параметр, необходимо 
дополнительно учитывать также следующие па-
раметры: тип сайта и время первичного отклика 
в днях. Использование предложенных параметров 

и показателей уменьшит вероятность неудачи в на-
боре пациентов.
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Аннотация. Актуальность. Нарушения эпигенетической регуляции генов, ответственных за развитие эмбриона 
и плаценты, ассоциированы со многими патологиями беременности. Цель. Целью настоящей работы стал анализ 
распространенности нарушений метилирования генов PRDM16 и PTPRN2 в ворсинах хориона спонтанных абортусов 
с нормальным кариотипом и с наиболее частыми анеуплоидиями (трисомия 16 и моносомия X). Материалы и методы. 
Оценка профиля метилирования была проведена с помощью таргетного бисульфитного массового параллельного 
секвенирования в ворсинах хориона медицинских абортусов (n = 10), спонтанных абортусов с нормальным кариотипом 
(n = 39), трисомией 16 (n = 17) и моносомией X (n  =  20) и лимфоцитов периферической крови здоровых добровольцев 
(n = 6). Результаты и обсуждение. Было обнаружено дифференциальное метилирование отдельных CpG-сайтов в изученных 
генах в ворсинах хориона спонтанных абортусов. Несмотря на отсутствие значимых отличий между группами по среднему 
уровню метилирования в изученных регионах генов, отклонения уровня метилирования генов PRDM16 и PTPRN2 были 
выявлены для 33 % и 5 % спонтанных абортусов, соответственно, что указывает на высокую частоту распространения 
эпигенетических аномалий по этим генам в ворсинах хориона спонтанных абортусов. Уровень метилирования гена PRDM16 
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значимо коррелировал с уровнем метилирования ретротранспозона LINE‑1, что указывает на генерализованный характер 
нарушений метилирования у спонтанных абортусов. Наконец, уровень метилирования гена PTPRN2 зависел от возраста 
матерей спонтанных абортусов с моносомией X, что поднимает вопрос о влиянии материнских факторов на профиль 
метилирования в этой группе спонтанных абортусов. Выводы. Полученные результаты указывают, что эпигенетические 
нарушения гена PRDM16 могут быть связаны со спонтанным прерыванием беременности в первом триместре.

Ключевые слова: PRDM16, PTPRN2, метилирование ДНК, ворсины хориона, невынашивание беременности, 
анеуплоидия, бисульфитное секвенирование, спонтанные абортусы
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Abnormal methylation of PRDM16 and PTPRN2 genes  
in chorionic villi in miscarriage
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Abstract. Relevance. Abnormal epigenetic regulation of genes responsible for the development of the embryo and 
placenta is associated with many pregnancy pathologies. Aim. The aim of this work was to analyze the prevalence of abnormal 
methylation of the PRDM16 and PTPRN2 genes in chorionic villi of spontaneous abortions with normal karyotype and with 
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the most frequent aneuploidies (trisomy 16 and monosomy X). Materials and Methods. The methylation profile was evaluated 
using targeted bisulfite massive parallel sequencing in chorionic villi of induced abortions (n = 10), spontaneous abortions with 
normal karyotype (n = 39), trisomy 16 (n = 17) and monosomy X (n = 20) and peripheral blood lymphocytes of healthy volunteers 
(n = 6). Results and Discussion. In analyzed genes, differential methylation of individual CpG sites was found in chorionic villi 
of spontaneous abortions. Despite the absence of significant differences between the groups in the average level of methylation 
in analyzed gene regions, abnormal methylation of the PRDM16 and PTPRN2 genes were detected for 33 % and 5 % of 
spontaneous abortions, respectively, indicating a high incidence of epigenetic abnormalities in these genes in the chorionic villi 
of spontaneous abortions. The level of methylation of the PRDM16 gene significantly correlated with the level of methylation of 
the retrotransposon LINE‑1, which indicates the generalized nature of methylation disorders in spontaneous abortions. Finally, 
the level of methylation of the PTPRN2 gene depended on the age of mothers of spontaneous abortions with monosomy X, 
which raises the question of the influence of maternal factors on the methylation profile in this group of spontaneous abortions. 
Conclusion. The results indicate that epigenetic disorders of the PRDM16 gene may be associated with spontaneous termination 
of pregnancy in the first trimester.

Keywords: PRDM16, PTPRN2, DNA methylation, chorionic villi, miscarriage, aneuploidy, bisulfite sequencing, spontaneous 
abortions
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Введение
Репродуктивные потери у человека являют-

ся крайне частым событием. Демографические 
исследования показали, что шансы произвести 
жизнеспособное потомство у женщины среднего 
репродуктивного возраста в пределах одного мен-
струального цикла не превышают 25 % [1]. При этом 
около 15 % клинически распознаваемых беремен-
ностей спонтанно прерывается в течение первого 

триместра [2]. Ранняя эмбриональная гибель явля-
ется наиболее тяжелым проявлением генетических 
нарушений, среди которых наибольшими по размеру 
являются нарушения числа хромосом — анеупло-
идия. Действительно, от 50 до 60 % спонтанных 
абортусов первого триместра беременности имеют 
анеуплоидии по различным хромосомам [3–5].

Тяжесть фенотипа ранней эмбриональной ги-
бели обусловливает возможность существования 
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в этом периоде и масштабных эпигенетических 
нарушений. Действительно, значительные наруше-
ния метилома выявлены в плаценте при различных 
патологиях беременности на поздних сроках: пре-
эклампсии, задержке роста плода, гестационном 
диабете [6]. Особый интерес представляют гены, 
нарушения метилирования которых обнаруживаются 
при различных патологиях беременности. Одними 
из них являются гены PRDM16 и PTPRN2, имеющие 
большое число CpG-островков.

Кроме того, в наших предварительных исследо-
ваниях показаны масштабные нарушения метилома 
и в хорионе спонтанных абортусов первого три-
местра как с анеуплоидным, так и с нормальным 
кариотипом [7, 8]. Это может объяснять гибель боль-
шей части эмбрионов в период первого триместра, 
когда происходит ремоделирование спиральных 
артерий матки, благодаря которому обеспечивается 
дальнейший быстрый рост и развитие эмбриона. Од-
нако, неясно, насколько распространены аномалии 
метилирования генов среди спонтанных абортусов 
I триместра. Поэтому целью исследования являлся 
анализ распространенности нарушений метилиро-
вания генов PRDM16 и PTPRN2 в ворсинах хориона 
спонтанных абортусов с нормальным кариотипом 
и наиболее частыми анеуплоидиями (трисомия 16 
и моносомия X).

Материалы и методы
В качестве исследуемого материала использова-

лись ворсины хориона спонтанных абортусов с три-
сомией 16 (n = 17, гестационный возраст 8,6 ± 1,4 не-
дели), с моносомией X (n = 20, гестационный возраст 
10,5 ± 1,7 недели), с нормальным кариотипом (n = 39, 
гестационный возраст 9,9 ± 2,3 недели), а также 
медицинских абортусов (n = 10, гестационный 
возраст 8,3 ± 1,2 недели). Кроме того, был прове-
ден анализ образцов лимфоцитов периферической 
крови 6 взрослых добровольцев. Образцы, взятые 
из биоколлекции «Биобанк населения Северной 
Азии» НИИ медицинской генетики Томского НИМЦ, 
были получены в период с 1993 по 2022 год. Для 
всех образцов из биобанка было получено инфор-

мированное согласие родителей на использование 
биоматериала для биобанкирования и проведения 
исследований. Также были получены информиро-
ванные согласия от здоровых добровольцев.

Для определения кариотипа сразу после полу-
чения свежего материала до замораживания был 
проведен стандартный цитогенетический анализ 
на прямых препаратах ворсин хориона и в культурах 
фибробластов экстраэмбриональной мезодермы [9]. 
Результаты кариотипирования всех спонтанных 
абортусов с анеуплоидией были подтверждены 
методом флуоресцентной гибридизации in situ 
(FISH). Для анализа моносомии по X хромосоме 
были использованы центромеро-специфичные 
ДНК-зонды на хромосому X, а для анализа трисомии 
по 16 хромосоме были использованы субтеломер-
ные ДНК-зонды (16q и 16p). Анализ проводился 
по описанной методике [10].

Образцы тканей хранились при темпера-
туре –80 °C. Разделение тканей проводилось 
морфологически стерильными инструментами, 
после чего клетки обрабатывались протеиназой 
К и инкубировались ночь при 37 °C. Выделе-
ние ДНК проводилось с помощью стандартного 
фенол-хлороформного метода. Концентрации 
ДНК измерялись с помощью спектрофотоме-
тра NanoDrop ND‑1000 (США). Бисульфитная 
модификация ДНК проводилась с использо-
ванием набора EZ DNA Methylation-Direct Kit 
(Zymo Research, США) согласно протоколу 
производителя. В ходе бисульфитной конвер-
сии неметилированный цитозин метилируется 
в 5′-положении и модифицируется в урацил, 
который при дальнейшей ПЦР считывается как 
тимин. Метилированный цитозин не подвергается 
какой‑либо модификации.

Анализ профиля метилирования проводился 
с помощью таргетного бисульфитного массового 
параллельного секвенирования. Для получения 
библиотек были использованы разработанные 
олигонуклеотидные праймеры, позволяющие 
амплифицировать с бисульфит-конвертированной 
ДНК участки генов PRDM16 и PTPRN2 (табл. 1). 
Амплификация целевого фрагмента проводилась 



Vasilyev SA et al.  RUDN Journal of Medicine. 2023;27(4)

519MEDICAL GENETICS

Таблица 1
Последовательности олигонуклеотидных праймеров, использованных для получения библиотек для таргетного бисульфитного 

массового параллельного секвенирования
Table 1

Sequences of oligonucleotide primers used to obtain libraries for targeted bisulfite massive parallel sequencing

Наименование / 
Name Последовательность / Sequence Продукт, п. н. / 

Product, bp
Координаты (hg38) /  

Coordinates (hg38)

PTPRN2_m2
F 5’-ATTGGTTATGTTTGGTAATTGTTA‑3’

268 chr7:157542717–157542984
R 5’-CCACAAAACTTAAATACTACATCC‑3’

PTPRN2_m4
F 5’-TAAGATTTATATTGAGTAAATTAGGTTGTA‑3’

310 chr7:158019641–158019950
R 5’-AAATCTAAAATCCAAAAATATCTAAC‑3’

PRDM16_m1
F 5’-TGTTTTAGAGAGTTTGTGAGGTGTAT‑3’

358 chr1:3117444–3117801
R 5’-CTATAATCCCATAAAAAACCAACAC‑3’

PRDM16_m3
F 5’-GAAGGTAGGGTGGGTTTTATTTATT‑3’

373 chr1:3237449–3237821
R 5’-CAAAACCTTAAAAACCCAAAATCTA‑3’

PRDM16_m4
F 5’-GTTTAGTTTTGTTGGAGTTTATA‑3’

350 chr1:3238668–3239017
R 5’-ACATATAAAAAACCTATCCCAAACAC‑3’

PRDM16_m5
F 5’-GTGGTGTTTTTAATTGTTTAGG‑3’

381 chr1:3241142–3241522
R 5’-AACCAAAAAAACCCAATCATAC‑3’

PRDM16_m6
F 5’-AAGGAGGTGGATGTAGAAGTTGTTAT‑3’

598 chr1:3279081–3279678
R 5’-TCCTACAACACAAACTCTCCCTAAC‑3’

Таргетное бисульфитное массовое параллель-
ное секвенирование было проведено на приборе 
MiSeq (Illumina, США) с использованием набора 
Micro Kit (2 × 150). Оценка качества прочтений 
была выполнена с помощью FastQC v0.11.8, после 
чего был проведен тримминг оставшихся последо-
вательностей адаптеров и низких по качеству про-
чтений с помощью Trim-Galore. Затем прочтения 
были картированы на бисульфит-конвертированные 
таргетные последовательности с помощью инстру-
мента bwa-meth v0.2.2 с параметрами по умол-
чанию. Данные по метилированию в контексте 
CpG были извлечены из полученных файлов BAM 
с помощью инструмента MethylDackel. Результаты 
представлялись в виде уровня метилирования, 

представляющего собой отношение числа цито-
зинов к суммарному числу цитозинов и тиминов 
в отдельном CpG-сайте. Кроме того, был вычислен 
средний уровень метилирования вдоль всей области 
интереса. Статистический анализ был выполнен 
с помощью программного пакета Statistica 10.0 
(StatSoft, США). Ранговый критерий Манна-Уитни 
был использован для сравнения уровня метили-
рования между группами образцов. Для опреде-
ления границ выбросов в группе медицинских 
абортусов использовались формулы Q1— 1,5 × IQR 
и Q3 + 1,5 × IQR, где Q1 и Q3 — первый и третий 
квартиль, соответственно, IQR — межквартильное 
расстояние. Отличия считались значимыми при 
p < 0,05.

с помощью набора БиоМастер HS-Taq ПЦР (2×) 
(Биолабмикс, Россия) по протоколу производи-
теля. ПЦР проводилась в следующих условиях: 
95 °C 5 мин; 40 циклов: 95 °C 30 с, 60 °C 45 с, 
72 °C 45 с. Концентрацию целевых фрагментов 

определяли с помощью флуориметра Qubit 4.0 
(Thermo, США). Продукты реакции очищали 
от примесей с помощью раствора сефадекса G50 
(Sigma, США).
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Результаты и обсуждение
В настоящем исследовании был проведен анализ 

профиля метилирования генов PTPRN2 и PRDM16 
в ворсинах хориона спонтанных абортусов с различ-
ным кариотипом: наиболее частыми анеуплоидиями 
(трисомией 16, моносомией X) и нормальным кари-
отипом. В качестве контрольных групп сравнения 
использовались медицинские абортусы первого 
триместра беременности и лимфоциты перифери-
ческой крови их родителей.

Ген PTPRN2 находится в субтеломерном реги-
оне длинного плеча хромосомы 7. Проанализиро-
ванная область гена включает отдельные участки 
в 11–21 экзонах и соответствующих интронах 
(рис. 1). Было обнаружено значимое повышение 
уровня метилирования в группе спонтанных абор-
тусов с трисомией 16 по сравнению с группой 
медицинских абортусов по 8 из 24 проанали-
зированных CpG-сайтов, а один CpG-сайт был 
гипометилирован (p<0,05) (рис. 1). У спонтанных 
абортусов с моносомией X не было обнаружено 
значимых отличий по уровню метилирования, 
а у спонтанных абортусов с нормальным кариоти-
пом был значимо снижен уровень метилирования 
только одного CpG-сайта (того же, что и у спон-
танных абортусов с трисомией 16) (p < 0,05).

Ген PRDM16 расположен в субтеломерной 
области короткого плеча хромосомы 1. Проа-
нализированная область гена включает 2–3 эк-
зоны и 1–3 интроны (рис. 2). Было обнаружено 
значимое повышение уровня метилирования 
в группе спонтанных абортусов с трисомией 16 
по сравнению с группой медицинских абортусов 
по 11 из 94 проанализированных CpG-сайтов 
(p<0,05) (рис. 2). У спонтанных абортусов с мо-
носомией X было обнаружено 2 гиперметили-
рованных CpG-сайта, а у спонтанных абортусов 
с нормальным кариотипом был значимо повышен 
уровень метилирования только одного CpG-сайта 
(p<  0,05).

Несмотря на отличия в уровне метилирования 
отдельных CpG-сайтов, средние уровни метилиро-

вания исследуемых генов вдоль всей проанализи-
рованной области значимо не отличались между 
группами абортусов. При этом были обнаружены 
значимые различия для уровней метилирования 
всех генов по сравнению с лимфоцитами пери-
ферической крови взрослых индивидов (p<0,05), 
в которых уровень метилирования исследуемых 
генов составлял около 90 % (рис. 3). Это может 
указывать на транскрипционную активность дан-
ных генов в клетках ворсин хориона в отличие 
от лимфоцитов периферической крови взрослого 
организма.

Группы спонтанных абортусов с различным 
кариотипом характеризовались значительно 
большей вариацией уровня метилирования ис-
следованных генов по сравнению с медицински-
ми абортусами. Это соответствует результатам 
наших предыдущих работ, где у спонтанных 
абортусов было обнаружено как снижение [11], 
так и повышение [8] уровня метилирования ре-
тротранспозона LINE‑1. Наблюдаемые широкие 
границы вариации уровня метилирования раз-
личных генов в группах спонтанных абортусов 
могут объясняться масштабной разбалансировкой 
метилома в ворсинах хориона. Учитывая, что 
при этом в большинстве случаев не наблюдается 
значимых отличий по уровню метилирования про-
анализированных генов у спонтанных абортусов 
по сравнению с группой медицинских абортусов, 
такая разбалансировка происходит только у части 
спонтанных абортусов.

Поэтому был проведен анализ нарушений 
уровня метилирования у отдельных спонтанных 
абортусов относительно группы медицинских 
абортусов. Для этого были вычислены пороговые 
значения вариации уровня метилирования для 
каждого гена в группе медицинских абортусов. 
Все значения в группах спонтанных абортусов, 
выходящие за границы нормальной вариации в груп-
пе медицинских абортусов, рассматривались как 
гипо- и гиперметилированные (табл. 2).
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Рис. 1. Профиль метилирования CpG-сайтов в анализируемом регионе (обозначен красными вертикальными полосами 
на схеме) гена PTPRN2 в группах спонтанных абортусов с трисомией 16 (СА Три16), с моносомией X (СА МоноX) 

и с нормальным кариотипом (СА НК) по сравнению с группой медицинских абортусов (МА).  
Пунктирными линиями показано стандартное отклонение профиля метилирования;* — p < 0,05

Fig. 1. The methylation profile of CpG sites in the analyzed region (indicated by red vertical stripes in the diagram) of the PTPRN2 
gene in the groups of spontaneous abortions with trisomy 16 (SA Tri16), with monosomy X (SA MonoX)  

and with normal karyotype (SA NK) compared with the group of induced abortions (IA).  
Dotted lines show standard deviation of the methylation profile;* — p < 0.05
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Рис. 2. Профиль метилирования CpG-сайтов в анализируемом регионе (обозначен красными вертикальными полосами 
на схеме) гена PRDM16 в спонтанных абортусов с трисомией 16 (Три 16), с моносомией X (Моно X) и с нормальным 

кариотипом (СА НК) по сравнению с группой медицинских абортусов (МА).  
Пунктирными линиями показано стандартное отклонение профиля метилирования; * — p < 0,05

Fig. 2. The methylation profile of CpG sites in the analyzed region (indicated by red vertical stripes in the diagram) of the PRDM16 
gene in the groups of spontaneous abortions with trisomy 16 (SA Tri16), with monosomy X (SA MonoX) and with normal 

karyotype (SA NK) compared with the group of induced abortions (IA).  
Dotted lines show standard deviation of the methylation profile;* — p < 0.05
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Таблица 2
Число образцов с гипер- или гипометилированием исследуемых генов, выходящим за пределы вариации  

в группе медицинских абортусов
Table 2

The number of samples with hyper- or hypomethylation of the studied genes beyond the limits of variation in the group of induced abortions

Гены/степень метилирования
Genes/methylation degree

Порог в группе МА (%) / 
Threshold in IA group

СА Три16 / SA 
Tri16

СА Моно X / SA 
Mono X СА НК / SA NK Всего

PTPRN2
Гипо- / Hypo- 44,5 0/17 0/20 1/39 5 %

(4/76)Гипер- / Hyper- 72,5 2/17 0/20 1/39

PRDM16
Гипо- / Hypo- 37,375 3/17 3/20 7/39 33 %

(25/76)Гипер- / Hyper- 50,375 7/17 1/20 4/39

Примечание: представлено количество и доля абортусов с уровнем метилирования выше, чем верхняя граница (гипер), и ниже, 
чем нижняя граница (гипо), диапазона вариации в группе медицинских абортусов. МА — медицинские абортусы, СА НК — 
спонтанные абортусы с нормальным кариотипом, СА Моно X — спонтанные абортусы с моносомией по X-хромосоме, 
СА Три 16 — спонтанные абортусы с трисомией по 16 хромосоме.

Note: the number and proportion of abortions with a methylation level higher than the upper threshold (hyper-) and lower than the 
lower threshold (hypo-) of the range of variation in the group of induced abortions are presented. IA — induced abortions, SA Tri 
16 — spontaneous abortions with trisomy on the 16 chromosome, SA Mono X — spontaneous abortions with monosomy on the 
X  chromosome, SA NK — spontaneous abortions with normal karyotype.

Рис. 3. Средний уровень метилирования проанализированных CpG-сайтов генов PTPRN2 и PRDM16 в ворсинах 
хориона в группах спонтанных абортусов с трисомией 16, с моносомией X, с нормальным кариотипом по сравнению 

с медицинскими абортусами и лимфоцитами периферической крови взрослых индивидов. Три 16 — спонтанные 
абортусы с трисомией 16, Моно X — спонтанные абортусы с моносомией X, НК — спонтанные абортусы с нормальным 

кариотипом, Лимф. — лимфоциты взрослых индивидов, МА — медицинские абортусы. Квадрат в центре прямоугольника 
обозначает медиану. Боксы обозначают 25‑й и 75‑й процентили. Усы отмечают границы выбросов, голубыми линиями 

отмечены границы выбросов в группе МА
Fig. 3. The average level of methylation of the analyzed CpG sites of the PTPRN2 and PRDM16 genes in chorionic villi in groups 

of spontaneous abortions with trisomy 16, with monosomy X, with normal karyotype compared with induced abortions and 
peripheral blood lymphocytes of adult individuals. Tri16 — spontaneous abortions with trisomy 16, MonoX — spontaneous 

abortions with monosomy X, NK — spontaneous abortions with normal karyotype, Lymph — lymphocytes of adult individuals, 
IA — induced abortions. The square in the center of the box represents the median. The boxes represent the 25th and 75th 

percentiles. Whiskers mark the outlier thresholds; blue lines mark the outlier thresholds in the IA group
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Было обнаружено, что 33 % всех спонтанных 
абортусов имело нарушения уровня метилирования 
по гену PRDM16 и 5 % спонтанных абортусов имело 
нарушения уровня метилирования по гену PTPRN2. 
При этом нарушения метилирования гена PRDM16 
наблюдались не только в группе спонтанных аборту-
сов с трисомией 16, для которых характерно гипер-
метилированное состояние генома в клетках ворсин 
хориона [7], но и в группе спонтанных абортусов 
с нормальным кариотипом (28 %).

Параллельно с анализом профиля метилирова-
ния исследуемых генов, для тех же образцов ворсин 
хориона спонтанных и медицинских абортусов 
был проведен анализ профиля метилирования ре-
тротранспозона LINE‑1 также с помощью таргетного 
бисульфитного массового параллельного секвениро-
вания. Ретротранспозон LINE‑1 занимает около 21 % 
генома человека и поэтому уровень метилирования 
его промотора часто рассматривается в качестве 
маркера глобального метилирования всего генома 
человека. Ранее в работах нашей группы было по-
казано, что спонтанные абортусы с анеуплоидией 
по различным хромосомам характеризуются повы-
шенным уровнем метилирования LINE‑1, а среди 

спонтанных абортусов с нормальным кариотипом 
часть спонтанных абортусов имеет повышенный, 
а часть — сниженный уровень метилирования 
LINE‑1 [8]. Поэтому, в настоящем исследовании был 
проведен корреляционный анализ между уровнем 
метилирования LINE‑1 и средним уровнем метили-
рования исследуемых генов в группах спонтанных 
абортусов с различным кариотипом.

Было обнаружено, что в группе спонтанных 
абортусов с нормальным кариотипом с уровнем 
метилирования LINE‑1 значимо коррелирует уровень 
метилирования гена PRDM16 (R = 0,36, p = 0,03) 
(рис. 4). Для других групп спонтанных абортусов 
значимых корреляций выявлено не было. Таким 
образом, у спонтанных абортусов с нормальным 
кариотипом со сниженным и повышенным уровнем 
метилирования гена PRDM16 нарушения метили-
рования затрагивают не только этот ген, а носят 
более глобальный характер в масштабах генома. 
Такие нарушения уровня метилирования могут 
быть связаны с недостаточным или избыточным 
функционированием базовых механизмов метили-
рования ДНК, независимых или слабо зависимых 
от локального геномного контекста.

Рис. 4. Зависимость среднего уровня метилирования проанализированных CpG-сайтов генов PTPRN2 и PRDM16 
в ворсинах хориона в группе спонтанных абортусов с нормальным кариотипом от среднего уровня метилирования 

ретротранспозона LINE‑1
Fig. 4. Dependence of the average methylation level of the analyzed CpG sites of the PTPRN2 and PRDM16 genes in chorionic 

villi in the group of spontaneous abortions with normal karyotype on the average methylation level of the retrotransposon LINE‑1
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Уровень метилирования гена PTPRN2 значимо 
снижался с повышением возраста матери в группе 
спонтанных абортусов с моносомией хромосомы 
X (R =  –0,53, p = 0,016) (рис. 5). В других группах 

спонтанных абортусов значимых корреляций с воз-
растом матери не наблюдалось. С возрастом отца 
также значимых корреляций обнаружено не было 
ни в одной из групп.

Рис. 5. Зависимость среднего уровня метилирования проанализированных CpG-сайтов генов PTPRN2 и PRDM16 
в ворсинах хориона в группе спонтанных абортусов с моносомией X от возраста матери

Fig. 5. Dependence of the average methylation level of the analyzed CpG sites of the PTPRN2 and PRDM16 genes in chorionic 
villi in the group of spontaneous abortions with monosomy X on the maternal age

Ген PRDM16 занимает очень протяженный 
участок в геноме (369,419 п. н.) и содержит в сво-
ем составе 33 CpG-островка. PRDM16 является 
членом семейства белков, содержащих домен PR, 
и связан с различными заболеваниями, включая 
миелодиспластический синдром и Т-клеточный 
лейкоз взрослых [12, 13], а также аномалиями 
развития, такими как волчья пасть [14]. Известно 
также, что он действует как регулятор клеточной 
дифференцировки [15]. В развивающемся эмбрионе 
мыши экспрессия PRDM16 обнаруживается на E9.5 
в ограниченном числе тканей, а к E14.5 PRDM16 
экспрессируется в широком спектре развивающихся 
тканей, включая ткани головного мозга, легких, 
почек и желудочно-кишечного тракта [16].

Дифференциальное метилирование PRDM16 
при беременности связано с различными метабо-
лическими нарушениями у матерей. В нескольких 
исследованиях показана связь с материнским диа-

бетом дифференциального метилирования PRDM16 
в крови детей [17–19], в ткани пуповины [20] и пла-
центы [21]. Известно, что PRDM16 играет важную 
роль в развитии поджелудочной железы [22].

Кроме того, ген PRDM16 вместе с геном 
PTPRN2 был гиперметилирован в крови новоро-
жденных от матерей с ожирением [23]. PRDM16 
имеет решающее значение для дифференцировки 
бурой жировой ткани [15], которая играет важную 
роль в удержании тепла и расходовании энергии 
на первом году жизни [24] и остается метаболически 
активной во взрослом возрасте. Дифференциальное 
метилирование PRDM16 наблюдалось перед желу-
дочным шунтированием и потерей веса в жировой 
ткани, что позволяет предположить, что уровень 
метилирования модифицируется потерей веса [25]. 
Было также обнаружено, что метилирование ДНК 
в PRDM16 обратимо при неонатальном введении 
ресвератрола мышам-самцам [26]. Наличие диф-
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ференциального метилирования в крови, а также 
в первичных тканях в этих исследованиях подчер-
кивает потенциал PRDM16 в качестве биомаркера 
для скрининга, а также его потенциал в качестве 
ключевого участника метаболических регулятор-
ных механизмов, на которые влияет материнское 
ожирение.

PRDM16 вместе с PTPRN2 участвует в развитии 
нервной ткани [16, 27]. Дифференциальное метили-
рование генов PRDM16 и PTPRN2 в числе прочих 
было обнаружено в крови пациентов с расстрой-
ствами аутистического спектра [28]. В исследовании 
показано, что метилом мозга пациентов с аутизмом 
имеет сходство с метиломом эмбрионального мозга. 
Авторы высказывают гипотезу об эпигенетической 
задержке в метилировании ДНК в ходе развития 
мозга при расстройствах аутистического спектра, 
что может привести к нарушениям на уровне 
транскриптома [28]. Потеря PRDM16 у Danio rerio 
и мыши приводит к нарушению эмбрионального 
развития и черепно-лицевым дефектам [29]. Это 
подтверждается и ассоциацией гена PRDM16 c 
аномалиями развития, такими как волчья пасть [14].

Ген PRDM16 является импринтированным 
с экспрессией с отцовского аллеля [30]. Диффе-
ренциальное метилирование гена PRDM16 было 
обнаружено в образцах децидуального эпителия 
матки, полученного путем выскабливания, у женщин 
с привычным невынашиванием беременности [31]. 
Все это указывает на возможное влияние уровня 
метилирования гена PRDM16 у матери на нормаль-
ное развитие потомства. Недавно оказалось, что ген 
PRDM16 активно и специфично экспрессируется в оо-
цитах мышей и его экспрессия повышается при ста-
рении [32]. Это соответствует некоторому снижению 
уровня метилирования PRDM16 с возрастом матери 
в нашем исследовании, хотя корреляция с возрастом 
матери и была незначимой. Ранее было показано 
гиперметилирование гена PRDM16 в ооцитах мышей, 
полученных после культивирования фолликулов in 
vitro [33]. При двойном ооцит-специфичном нокауте 
генов PRDM3 и PRDM16 не наблюдалось пренаталь-
ной гибели, однако большинство мышей умирали 
в первые 2 месяца жизни [32].

Было высказано предположение, что аберрант-
ное метилирование PRDM16 вызывает мужское 
бесплодие [34], и его гипометилирование было 
обнаружено в образцах сперматозоидов с низкой 
подвижностью [35]. Кроме того, было обнаружено, 
что PRDM16 дифференциально метилирован в спер-
матозоидах взрослых, подвергшихся жестокому 
обращению в детстве [36], и гиперметилирован 
в сперматозоидах потребителей каннабиса [37]. На-
конец, на средний уровень метилирования PRDM16 
влияет протокол получения и отбора сперматозоидов. 
Дополнительный этап очистки от апоптотических 
сперматозоидов с помощью магнитной сепарации 
приводит к повышению уровня метилирования 
PRDM16 в полученных сперматозоидах [38].

Таким образом, уровень метилирования гена 
PRDM16 в гонадах вариабелен и может изменять-
ся под влиянием различных факторов внутренней 
и внешней среды, включая уровень глюкозы в крови, 
ожирение и стресс. Дифференциальное метили-
рование PRDM16 потенциально может наследо-
ваться трансгенерационно и влиять на процессы 
в организме потомков. В составе PRDM16 имеется 
домен SET, отвечающий за метилирование гистонов. 
Действительно, показано, что PRDM16 регулирует 
хроматин благодаря контролю H3K9me3 и H3K4me3 
в эмбриогенезе Danio rerio [29]. За счет влияния 
на регуляцию метилирования гистонов наблюдаемое 
в настоящей работе дифференциальное метилирова-
ние PRDM16 может быть связано с множественными 
аномалиями транскриптома в ходе индивидуального 
развития и приводить к гибели эмбриона.

Ген PTPRN2 занимает еще более протяженный 
участок в геноме (1,048,768 п. н.) и содержит в сво-
ем составе 63 CpG-островка. Интересно, что, как 
и в случае с геном PRDM16, регион гена PTPRN2 
(7q36.3) часто подвергается перестройкам при 
лейкемии [39].

Ген PTPRN2 кодирует белок, который функцио-
нирует как основной островковый аутоантиген при 
диабете I типа [40–42]. Как и в случае с PRDM16, 
дифференциальное метилирование гена PTPRN2 
часто обнаруживается при различных метаболиче-
ских нарушениях, связанных с повышенной массой 
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тела [43]. Нарушение метилирования гена PTPRN2 
в островках Лангерганса поджелудочной железы 
было связано с повышенным риском развития диа-
бета II типа [44]. Дифференциальное метилирование 
гена PTPRN2 наблюдалось в плаценте и пуповинной 
крови при диабете беременных [21, 45–47] и кор-
релировало с уровнем глюкозы в плазме натощак 
у монозиготных близнецов [48]. Дифференциальное 
метилирование гена PTPRN2 было обнаружено 
у индивидов, рожденных в период Великого ки-
тайского года в 1959–1961 годах [49]. При этом 
дифференциальное метилирование этого гена также 
было связано и с детским ожирением [47, 50]. Кроме 
того, вместе с геном PRDM16, ген PTPRN2 был 
дифференциально метилирован в крови новоро-
жденных от матерей с ожирением [23]. В недавнем 
исследовании уровень метилирования гена PTPRN2 
в подкожной жировой клетчатке также ассоциирован 
с уровнем триглицеридов в крови [51]. Наконец, 
дифференциальное метилирование гена PTPRN2 
ассоциировано со стеастозом и неалкогольной жи-
ровой болезнью печени [52].

Эти результаты являются убедительным доказа-
тельством того, что локусы в PTPRN2 плода, вероятно, 
поддаются модификации в зависимости от питания 
матери и факторов, влиявших на нее в течение бере-
менности. Дифференциальное метилирование гена 
PTPRN2 в назальном эпителии детей было связано 
с насилием и стрессом, пережитым их матерями 
[53]. Кроме того, ген PTPRN2 был дифференциально 
метилирован в пуповинной крови новорожденных 
с задержкой роста плода [54, 55]. По-видимому, ма-
теринское влияние на уровень метилирования гена 
PTPRN2 может быть связано и с трансгенерационным 
эпигенетическим наследованием уровня метилиро-
вания в гене PTPRN2 от матерей к потомству [56]. 
Однако важен не только уровень метилирования гена 
PTPRN2 у матери. Недавно была обнаружена связь 
дифференциального метилирования гена PTPRN2 
с мужским бесплодием [57].

Дифференциальное метилирование гена 
PTPRN2 часто обнаруживается и при других забо-
леваниях, в том числе ишемической болезни сердца 
[58, 59] и синдроме Марфана [60]. Метилирование 

и экспрессия PTPRN2 были связаны с болезнью 
Паркинсона [61–64]. У однояйцевых близнецов 
дифференциальное метилирование PTPRN2 было 
связано с депрессией [65]. Уровень метилирования 
PTPRN2 в крови был связан с изменением уровня 
глюкозы и настроением у участников эксперимен-
та по долговременной изоляции в рамках миссии 
Марс‑500 [66]. Мета-анализ данных по всему эпи-
геному показал, что дифференциально метилиро-
ванный участок в PTPRN2 был связан с детской 
астмой [67], а гипометилированный PTPRN2 был 
связан с быстрым снижением функции легких при 
астме и хроническом обструктивном бронхите [68]. 
Дифференциальное метилирование генов PTPRN2 
и PRDM16 среди прочих в висцеральной жировой 
ткани позволяло выделить группу пациентов с раком 
прямой кишки [69].

Выводы
Таким образом, гены PRDM16 и PTPRN2, 

дифференциально-метилированные у части спон-
танных абортусов по сравнению с медицинскими 
абортусами и связанные с уровнем метилирования 
ретротранспозона LINE‑1, обладают рядом сходных 
признаков. Это очень протяженные гены с большим 
числом CpG-островков в составе, что открывает 
широкие возможности для регуляции их активности 
с помощью метилирования ДНК. Дифференциальное 
метилирование в данных генах встречается при 
широком спектре заболеваний, в первую очередь 
связанных с нарушением метаболизма. Кроме того, 
дифференциальное метилирование этих генов на-
блюдается у плода в зависимости от метаболических 
проблем у матери. Наконец, нарушения метилиро-
вания обоих генов связаны с мужским бесплодием. 
Для обоих генов показана трансгенерационная 
эпигенетическая наследуемость. Однако в нашем 
исследовании среди спонтанных абортусов первого 
триместра нарушения по уровню метилирования 
наблюдались только для гена PRDM16, который 
при этом коррелировал с уровнем метилирования 
LINE‑1. Полученные результаты указывают, что 
эпигенетические нарушения гена PRDM16, помимо 
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нарушений на более поздних сроках беременности, 
могут быть связаны со спонтанным прерыванием 
беременности в первом триместре.
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