
КЛИНИЧЕСКАЯ  ЛАБОРАТОРНАЯ  ДИАГНОСТИКА, № 2, 2015

36

борот, у мужчин повышена, у женщин снижена. После лечения 
у мужчин наблюдали повышение эстеразной активности и пол-
ное перераспределение качественного состава реагирующих 
нейтрофилов (со степени «а» на степень «б»). У женщин после 
лечения активность АЭ снижена, а БЭ повышена. Перераспре-
деления качественного состава клеток не отмечалось.

Таким образом, выявили гендерные особенности у 
больных ХВГС низкой степени активности на фоне при-
менения комплексной терапии (БТ + ЦФ). Применение ЦФ 
дает положительный эффект как у мужчин, так и у жен-
щин. У мужчин и женщин произошла полная нормализа-
ция активности обеих диафораз, а также БЭ у мужчин и 
АЭ у женщин.
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В работе представлены сравнительные данные цитометрической оценки накопления даунорубицина и родамина-123 в 
клетках периферической крови здоровых людей при инкубации веществ в условиях in vitro. Показано, что максимальное 
насыщение тромбоцитов происходит в течение первых 5 мин, лейкоцитов – в течение 45 мин, а эритроциты практи-
чески не накапливают эти соединения. Максимальные значения накопления веществ в лейкоцитах характеризуются 
высокой межиндивидуальной вариацией. Тесная корреляция (Rs = 0,96–0,98) параметров накопления веществ в лимфоци-
тах и нейтрофилах свидетельствует о наличии схожих механизмах контроля активности транспорта ксенобиотиков 
в ядросодержащих клетках крови. Вместе с тем результаты ингибиторного анализа вклада Pgp-зависимых механиз-
мов накопления родамина-123 лейкоцитами отличаются от данных, полученных при использовании даунорубицина, что 
отражает различия их внутриклеточных сайтов связывания. Выраженные отличия между параметрами накопления 
даунорубицина и родамина-123 лейкоцитами у разных пациентов определяют необходимость индивидуального подхода 
в мониторинге развития лекарственной резистентности.
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The article presents comparative data of cytometry estimation of accumulation of daunorubicin and rodamin-123 in cells of 
peripheral blood of healthy people under incubation of substances in vitro. It is demonstrated that maximal saturation of thrombocytes 
occurs during the first five minutes, of leukocytes during forty five minutes. The erythrocytes factually never accumulate these 
compounds. The maximal values of accumulation of substances in leukocytes are characterized by high inter-individual variation. 
The close correlation (Rs=0.96-0.98) of parameters of accumulation of substances in lymphocytes and neutrophils testifies the 
presence of similar mechanisms of control of activity transportation of xenobiotics in nucleated cells of blood. However, the results 
of inhibitor analysis of input of Pgp-dependent mechanisms of accumulation of rodamin-123 by leukocytes differ the data received 
under application of daunorubicin that reflects differences of their intracellular binding sites. The expressed differences between 
parameters of accumulation of daunorubicin and rodamin-123 by leukocytes in various patients determine necessity of individual 
approach in monitoring of development of medicinal resistance.
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Известно, что эффективность лечения онкогематологиче-
ских заболеваний лимитируется развитием множественной 
лекарственной устойчивости опухолевых клеток к широкому 
ряду цитостатиков [1]. Использование возможностей проточ-
ной цитометрии для исследования проб свежевыделенной 
крови позволяет надеяться на перспективу внедрения функ-
циональных тестов, отражающих процесс накопления цито-
статиков в клетках-мишенях, максимально приближенный 
к условиям in vivo. Описан цитометрический метод опреде-
ления интенсивности накопления клетками родамина-123, 
отражающий активность АТФ-зависимых переносчиков, 
прежде всего транспортера pgp, и выброс ксенобиотиков 
из цитоплазмы опухолевых клеток [2]. Результаты ряда ис-
следований подтверждают возможность внедрения в клини-
ческую практику тестов на основе определения активности 
этого транспортера [3–5], но немало и пессимистических ре-
зультатов [6, 7]. Известно, что субстратом pgp является так-
же и широко используемый при лечении пациентов цитоста-
тик даунорубицин [8]. Даунорубицин обладает собственной 
флюоресценцией и потенциально может быть использован 
в цитометрическом тесте накопления. При этом в литера-
туре отсутствуют данные о сравнительной эффективности 
родамина-123 и даунорубицина в оценке АТФ-зависимых 
транспортных систем в клетках крови здоровых людей.

Целью настоящей работы стала сравнительная оценка ди-
намики и механизмов накопления даунорубицина и родамина-123  
в клетках периферической крови здоровых лиц.

Материалы и методы. Объектом исследований ста-
ли пробы периферической крови 24 здоровых доноров-
добровольцев. Венозную кровь отбирали стандартным 
методом в одноразовые вакуумные пробирки с цитратом 
натрия. Перед цитометрическим исследованием пробы кро-
ви разводили pbs в пропорции 1:500. Эритроцитарное на-
копление веществ оценивали в пробах разведенной цельной 
крови. Лейкоциты выделяли с использованием лизирующего 
раствора facs lysing solution (bd biosciences, США). По-
лученную взвесь лейкоцитов дважды отмывали pbs и для 
дальнейших исследований сохраняли их не более 45 мин при 
37 oc в среде с pbs, содержащей 1% ЭТС, глутамин. Богатую 
тромбоцитами плазму получали центрифугированием цель-
ной крови при 150 g в течение 5 мин. В качестве субстратов 
pgp использовали родамин-123 (0,1 мкг/мл) или дауноруби-
цин в концентрации, эквивалентной его терапевтической до-
зе (1 мкг/мл).

При интерпретации результатов мы исходили из того, 
что уровень накопления даунорубицина и родамина-123 в 
клетках можно расценивать как показатель работы белков-
переносчиков, препятствующих диффузионному потоку 
этих веществ из внешней среды в клетку. Чем более активны 
транспортные системы, тем больше веществ выбрасывается 
из цитоплазмы и соответственно меньше накапливается.

Для оценки механизмов накопления препаратов в среду 

инкубации лейкоцитов добавляли в качестве ингибитора pgp 
транспортер верапамил [9] в конечной концентрации 3 мкг/мл  
или ингибитор продукции АТФ азид натрия в конечной 
концентрации 5 мМ. Для определения количества прочно 
связавшегося препарата после 45 мин инкубации проводи-
ли отмывку лейкоцитов повторным центрифугированием в 
исходной среде с дальнейшей инкубацией в среде без суб-
стратов pgp в течение 45 мин при 37 oc. Уровень накопления 
субстратов в клетке измеряли на проточном цитофлюориме-
тре bd facscanto ii в красной (полоса пропускания 620 нм, 
для даунорубицина) и зеленой (полоса пропускания 525 нм 
для родамина-123) областях спектра при длине возбуждения 
488 нм. Концентрацию выражали в условных единицах как 
отношение уровня флюоресценции к размеру клеток (сиг-
нал канала fsc) [10]. Аналитический разброс (коэффициент 
вариации) оцениваемых нами цитометрических параметров 
при анализе сопоставимости 10-кратных повторных изме-
рений пробы крови от одного пациента составил от 3,9 до 
7,7%. Корреляционный анализ проводили с использованием 
метода Спирмена для связанных выборок. Статистическую 
обработку полученных данных проводили в аналитической 
среде r [11].

Результаты и обсуждение. На первом этапе работы 
определяли зависимость накопления даунорубицина фор-
менными элементами крови доноров от времени инкубации 
с препаратами.

Накопление используемых соединений тромбоцитами ха-
рактеризуется кривой с быстрым накоплением родамина-123  
к 3-й минуте, а даунорубицина к 6-й минуте после нача-
ла инкубации (рис. 1). Быстрое насыщение тромбоцитами 
исследуемых веществ определяется их относительно ма-
лым объемом. В отличие от тромбоцитов насыщение лей-
коцитов даунорубицином происходит медленнее, и только  
45-минутный период инкубации достаточен для установле-
ния равновесия и максимального уровня накопления препа-
рата в цитоплазме лимфоцитов, нейтрофилов и моноцитов 
(рис. 2). После отмывки лейкоцитов определенная часть ве-
ществ остается в клетках (см. рис. 2). Причиной этому может 
быть связывание даунорубицина с ДНК [12], а родамина-123 
с митохондриальным матриксом [13].

Эритроциты здоровых людей в наших условиях в тече-
ние 45 мин практически не накапливали ни даунорубицин, 
ни родамин-123 (см. рис. 2), что свидетельствует о низкой 
проницаемости интактных мембран эритроцитов к исполь-
зуемым концентрациях веществ. Описанные ранее данные о 
накоплении даунорубицина эритроцитами [14] получены при 
использовании концентрации, превышающей на три порядка 
терапевтический диапазон даунорубицина.

Учитывая полученные данные временной динамики (см. 
рис. 2), в последующих постановках измеряли уровень на-
копления даунорубицина и родамина-123 в лейкоцитах на 
максимуме насыщения и после полной отмывки.
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На рис. 3 приведены данные о накоплении дауноруби-
цина и родамина-123 лейкоцитами и нейтрофилами в ин-
дивидуальных пробах. Видно, что лимфоциты накапливают 
больше даунорубицина, чем нейтрофилы (p < 0,01), а разли-
чий в накоплении родамина-123 между этими клетками не 
наблюдали. Вероятно, это связано с лучшей доступностью 
сайтов связывания даунорубицина с ДНК лимфоцитов. Так 
как в отличие от даунорубицина родамин-123 не связыва-
ется с ДНК, его накопление лимфоцитами и нейтрофилами 
достоверно не отличается. Следует отметить, что уровень 
накопления как даунорубицина, так и родамина-123 лимфо-
цитами имеет прямую корреляционную связь с накоплением 
этих веществ в нейтрофилах (табл. 1). Это свидетельствует 
о наличии единообразного механизма контроля трансмем-
бранного переноса ксенобиотиков в ядросодержащих клет-
ках крови.

На рис. 4 показан остаточный уровень даунорубицина и 
родамина-123 в лимфоцитах и нейтрофилах после отмывки 
клеток. Прямую корреляцию наблюдали между остаточным 
количеством даунорубицина и родамина-123 в разных клет-
ках (табл. 1, 2). Необходимо отметить существенное разли-
чие значений абсолютного остаточного уровня родамина-123 

Рис.1. Динамика накопления даунорубицина и родамина-123 
тромбоцитами периферической крови.
Здесь и на рис. 2: по оси абсцисс – время (в мин); по оси ординат – флюо-
ресценция (в усл. ед.).

Рис. 2. Динамика накопления даунорубицина (а) и родамина-123  
(б) клетками периферической крови с последующей отмыв-
кой от препарата.
Представлены абсолютные значения флюоресценции.

Т а б л и ц а  1
Результаты корреляционного анализа параметров в лимфоцитах 
и нейтрофилах периферической крови

Параметр Коэффициент кор-
реляции (лимфоци-

ты/нейтрофилы)

p

Уровень максимального накопления 
даунорубицина

0,59 < 0,001

Уровень максимального накопле-
ния родамина-123

0,70 < 0,001

Остаточный уровень дауноруби-
цина

0,77 < 0,001

Остаточный уровень родамина-123 0,93 < 0,001
Эффект верапамила на уровень на-
копления клетками даунорубицина

0,95 < 0,001

Эффект азида натрия на уровень 
накопления клетками дауноруби-
цина

0,96 < 0,001

Эффект верапамила на уровень на-
копления клетками родамина-123

0,98 < 0,001

Эффект азида натрия на уровень 
накопления клетками родамина-123

0,99 < 0,001

Т а б л и ц а  2
Результаты корреляционного анализа показателей накопления 
даунорубицина и родамина-123 лейкоцитами

Параметр Коэффициент корре-
ляции (дауноруби-
цин/родамин-123)

p

Максимальное накопление лимфо-
цитами

0,64 < 0,001

Максимальное накопление ней-
трофилами

0,72 < 0,001

Остаточный уровень в лимфоци-
тах

0,72 < 0,001

Остаточный уровень в нейтрофи-
лах

0,71 < 0,001

Эффект верапамила на уровень 
накопления лимфоцитами

-0,41 0,07

Эффект верапамила на уровень 
накопления нейтрофилами

-0,30 0,19

Эффект азида натрия на уровень 
накопления лимфоцитами

-0,38 0,09

Эффект азида натрия на уровень 
накопления нейтрофилами

-0,39 0,08

по сравнению с остаточным уровнем даунорубицина (см. 
рис. 4). Кроме того, максимальное накопление дауноруби-
цина в отличие от такового родамина-123 коррелирует с его 
остаточным уровнем (r = 0,61; p < 0,01). Это согласуется с 
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тем, что родамин-123 не связывается с ДНК, которая сорби-
рует значительные количества даунорубицина, а остаточная 
флюоресценция родамина-123 обусловлена его накоплением 
в митохондриях.

Для анализа механизмов транспорта цитостатиков из кле-
ток мы использовали верапамил в концентрации, соответ-
ствующей его селективному ингибированию функции белка-

переносчика pgp [8], а также азид натрия, который блокиру-
ет работу всех АТФ-зависимых транспортеров. Сравнивая 
уровень накопления веществ в клетках без использования 
ингибиторов с уровнем их накопления на фоне верапамила 
и азида натрия можно сделать вывод о вкладе pgp и других 
АТФ-зависимых переносчиков в процесс освобождения кле-
ток от цитостатиков.

Рис. 4. Остаточный уровень (в %) даунорубицина (а) и родамина-123 (б) в лимфоцитах и нейтрофилах периферической крови 
после отмывки от препаратов.

Рис. 3. Накопление (в усл. ед.) даунорубицина (а) и родамина-123 (б) лимфоцитами и нейтрофилами периферической крови.
Здесь и на рис. 4, 5: представлены значения удельной флюоресценции на единицу объема клеток. Здесь и на рис. 4: результаты отдельных проб, ран-
жированных по уровню накопления даунорубицина лимфоцитами.
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Рис. 5. Прирост (в %) уровня накопления даунорубицина лимфоцитами и нейтро-
филами на фоне верапамила (выделенная темным часть столбца) и азида натрия. 
Светлая часть соответствует вкладу АТФ-переносчиков, отличных от Рgp.

Рис. 6. Изменение интенсивности накопления родамина-123 лимфоцитами пери-
ферической крови при воздействии верапамила и азида натрия.
Здесь и на рис. 7: по оси абсцисс – номер пробы.

На рис. 5 представлены данные о повышении уровня на-
копления даунорубицина и родамина-123 в лимфоцитах и 
нейтрофилах при использовании верапамила и азида натрия. 
Видно, что основной вклад в противодействие проникнове-
нию даунорубицина в лейкоциты крови вносит белок pgp 
(темная часть столбцов – доля верапамилобусловленного 
ингибирования). Обращают внимание широкие пределы 
функциональной активности белка pgp. Наблюдали силь-
ную прямую корреляцию активности pgp в лимфоцитах и 
нейтрофилах, равно как и активности в этих клетках АТФ-
переносчиков, отличных от pgp (см. табл. 1). Влияние вера-
памила и азида натрия имеет однонаправленный характер 

как в лимфоцитах (r = 0,71; p < 0,001), так и в нейтрофилах 
(r = 0,70; p < 0,001).

При этом также необходимо отметить значительный ин-
дивидуальный разброс активности АТФ-зависимых пере-
носчиков, отличных от pgp. Так, в пробах № 1 и 2 при пол-
ном отсутствии свидетельств функционирования pgp белка 
pgp-независимые механизмы эффлюкса достаточно хорошо 
выражены. Очевидно, данные индивидуальные особенности 
являются результатом следовых реакций на предшествую-
щие контакты пациентов с различными ксенобиотиками, 
индуцирующими функции отдельных транспортных систем 
эффлюкса и детоксикации.
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В отличие от близких и однонаправленных во всех про-
бах крови сдвигах в накоплении даунорубицина на фоне ве-
рапамила и азида натрия при использовании родамина-123 
мы видим гораздо более значительный индивидуальный 
разброс и даже инверсию эффектов ингибиторов (рис. 6, 7).  
В отдельных исследуемых образцах верапамил и азид натрия 
повышали накопление родамина-123 лейкоцитами, тогда 
как в других образцах, наоборот, его подавляли. Последнее, 
вероятно, может быть связано с зависимостью накопления 
родамина-123 от митохондриальной активности и проявле-
нием неспецифического действия на проницаемость плазма-
тических мембран.

Выводы. 1. Инкубация клеток крови здоровых доноров с 
даунорубицином и родамином-123 сопровождается различ-
ной кинетикой их накопления в тромбоцитах и лейкоцитах. 
Прямая корреляционная зависимость между параметрами 
накопления используемых соединений в лимфоцитах и ней-
трофилах свидетельствует о единообразном механизме регу-
ляции активности транспорта ксенобиотиков в разных ядро-
содержащих клетках крови.

2. Между параметрами накопления даунорубицина и 
родамина-123 на фоне ингибиторов эффлюкса ксенобио-
тиков отсутствует корреляционная связь, что ограничи-
вает информативность использования родамин-123 для 
оценки механизмов развития множественной лекарствен-
ной устойчивости при терапии интеркалирующими цито-
статиками.

3. Выявлены существенные отличия между параметрами 
накопления даунорубицина и родамина-123 лейкоцитами у 
разных пациентов, что определяет необходимость индиви-
дуального подхода в мониторинге развития лекарственной 
резистентности.
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ПРИМЕНЕНИЕ ГЕМОРЕОЛОГИЧЕСКИХ ПОКАЗАТЕЛЕЙ В ПРОГНОЗИРОВАНИИ 
ОСЛОЖНЕНИЙ ОСТРОГО ИНФАРКТА МИОКАРДА
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У 60 больных с острым инфарктом миокарда (ОИМ) было проведено комплексное исследование гемореологических по-
казателей с целью установления предикторов развития ранних осложнений заболеваний для обоснования дополнений 
алгоритма обследования и дифференцирования схем лечения. Установлено, что при ОИМ повышается вязкость крови 
на низких скоростях сдвига и плазмы, усиливается процесс агрегации эритроцитов, снижается количество дискоцитов 
без существенных изменений вязкости крови на высоких скоростях сдвига и способности эритроцитов к деформации. 
Вместе с тем вышеперечисленные изменения у больных, ОИМ не приводят к снижению эффективности доставки кис-
лорода к тканям. На фоне развития ранних осложнений гемореологические нарушения носят более выраженный харак-
тер и приводят к прогрессивному снижению тканевой перфузии. Наиболее значимым прогностическим показателем в 
отношении осложнений ОИМ является временной параметр прироста агрегации эритроцитов, значение которого у 89 
% пациентов с осложнениями превышает 2,80. Обоснована целесообразность включения в комплекс обследования паци-
ентов с ОИМ определения реологических показателей крови для их последующей коррекции.

К л ю ч е в ы е  с л о в а :  острый инфаркт миокарда; гемореология; предикторы осложнений.
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The applicaTion of hemoreologic indicaTors in prognosis of complicaTions of acuTe 
myocardium infarcTion
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The sampling of 60 patients with acute myocardium infarction underwent a complex study of hemoreologic indicators with purpose 
to establish predictors of development of early complications of diseases to substantiate additions to algorithm of examination 
and to differentiate treatment regimens. It is established that under acute myocardium infarction the blood viscosity increases 
on low velocity of shifting and plasma. Also, the process of aggregation of erythrocytes increases and number of normocytes 
decreases without significant alterations of blood viscosity on high velocity of shift and capacity of erythrocytes to be distorted. 
At the same time, the mentioned above alterations in patients with acute myocardium infarction does not result in decreasing of 
effectiveness of transportation of oxygen to tissues. Against the background of development the hemoreologic disorders have more 
apparent character and result in progressive decreasing of tissue perfusion. The most significant prognostic indicator concerning 
complications of acute myocardium infarction is a time parameter of increment of aggregation of erythrocytes surpassing 2.80 
in 89% of patients with complications. The expedience of inclusion of detection of reologic blood indicators fir their subsequent 
correction in the  complex of examination of patients with acute myocardium infarction.

K e y w o r d s :  acute myocardium infarction; hemoreology; predictor; complication.
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Болезни органов кровообращения занимают лидирующее 
место в структуре заболеваемости и смертности работоспособ-
ного населения России, несмотря на внедрение в клиническую 
практику новых высокоэффективных методов диагностики и 
лечения ишемической болезни сердца (ИБС) [1, 2]. Существу-


