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ВВЕДЕНИЕ 

Ключевая роль активных форм кислорода (АФК) и азота (АФА) в 

возникновении и развитии многих болезней человека и животных явля-

ется общепризнанной в медицине и биологии. К заболеваниям, связан-

ным с перепроизводством в организме АФК/АФА и занимающим лиди-

рующие позиции в списке болезней современного человека, относят ин-

сульт, инфаркт, диабет, онкологические заболевания, воспалительные 

заболевания суставов и пищеварительного тракта, нейродегенеративные 

заболевания и др. [Pacher, 2007; Менщикова, 2008]. С другой стороны, 

процессы с участием АФК/АФА являются жизненно важными для орга-

низма, а поддержание им определенного уровня АФК/АФА является од-

ним из основных условий его нормальной жизнедеятельности: 

АФК/АФА участвуют в проведении различного рода сигналов в клетках, 

индуцируют процессы их программируемой гибели, регулируют транс-

порт кислорода, формирование адаптационной защиты от агрессивных 

факторов внешней среды и т. д. [Ванин, 1998; Владимиров, 2004; Зин-

чук, 2001; Szabo, 2007; Афанасьев, 2011]. Химическим соединением, 

синтезируемым в клетках и тканях организма, проявляющим характер-

ные для АФА/АФК свойства и объединяющим эти важнейшие классы 

биологически активных соединений, является перокси- или пероксонит-

рит (пероксинитрит-анион или оксопероксонитрат-анион, ONOO /  перок-

си- или пероксоазотистая кислота, HOONO) [Carreras, 1994; Pryor, 1995; 

Radi, 2013]. Пероксинитрит  один из сильнейших окислительных аген-

тов, процессы образования которого, как и его реакции с биологически 

важными молекулами, включают участие свободных радикалов. В ран-

них научных публикациях пероксинитриту приписывали, в основном, 

токсическое для организма действие. Но в последние годы все чаще ста-

ли указывать и на полезную роль пероксинитрита как участника клеточ-

ных процессов [Pacher, 2007; Ascenzi, 2010]. Несмотря на множество 

публикаций, посвящѐнных исследованиям пероксинитрит-связанных 

процессов в клетках, многие закономерности и механизмы его действия 

остаются ещѐ неясными. Не выявлены важные для биофизики клеток, 

включая клетки крови, основные закономерности переключения в клетке 

механизмов регуляторного и токсического действия пероксинитрита (за-

висимости от концентрации пероксинитрита, типов клеток и тканей, 

факторов окружающей среды). Не определены основные механизмы пе-

роксинитрит-индуцированных изменений структуры и свойств клеток и 

тканей, включая их физико-механические свойства, хотя эти знания 

крайне важны для разработки новых подходов к профилактике и терапии 

многих заболеваний человека. 
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ОБЩАЯ ХАРАКТЕРИСТИКА РАБОТЫ 

 

Связь работы с научными программами (проектами), темами. 

Работа выполнена в рамках научно-исследовательских программ и тем: 

ГКПНИ «Современные технологии в медицине»: «Изучение молекулярно-

генетических механизмов в патогенезе соматических и инфекционных за-

болеваний и прогнозирование их течения. Разработка новых методов диагно-

стики и реабилитационных технологий» (№ ГР 20064268, 2006-2010 гг.); 

ГПНИ «Фундаментальная и прикладная медицина и фармация»: «Молеку-

лярно-генетические механизмы формирования предрасположенности и осо-

бенностей течения заболеваний желудочно-кишечного тракта, репродуктив-

ной, сердечно-сосудистой и кроветворной систем» (№ ГР 20112832, 2011-

2013 гг.); «Изучение патогенетических механизмов формирования онкологи-

ческой, сердечно-сосудистой и инфекционной патологии на основании мо-

лекулярно-генетических, биохимических и иммунологических исследова-

ний» (№ ГР 20143166, 2014-2015 гг.); темы кафедры медицинской и биологи-

ческой физики УО «Гомельский государственный медицинский университет»: 

«Изучение механизмов действия физических и химических факторов на белки 

и форменные элементы крови» (№ ГР 20002101, 2000-2009 гг.); тем БРФФИ: 

«Наноиндентирование биомембран как метод анализа клеточной патоло-

гии» (№ ГР 20072777, 2007-2009 гг.); «Пероксинитрит как регулятор 

функций нейтрофилов» (№ ГР 20092211, 2009-2011 гг.); «Микромеханиче-

ские характеристики раковых клеток» (№ ГР 20143168, 2014-2016 гг.); 

проектов, финансируемых Физиологическим обществом Великобритании 

(грант молодым ученым, 2004-2006 гг.) и Королевским обществом Вели-

кобритании («Function of aquaporin 1` in Xenopus laevis oocytes: action of 

oxidizing agents», 2006 г.). 

Работа соответствует приоритетным направлениям фундаментальных и 

прикладных научных исследований Республики Беларусь: 3.10. «Молекуляр-

ная биология, биофизика регуляторных процессов и протеомика»; 4.5. «Новые 

технологии профилактики, диагностики, лечения и реабилитации»; 4.8. «Био-

физические и генно-инженерные методы диагностики и лечения заболеваний 

человека»; 7.7. «Методы и оборудование зондовой, туннельной и атомно-

силовой микроскопии» из перечня приоритетных направлений фундаменталь-

ных и прикладных научных исследований Республики Беларусь на 2006–2010 го-

ды, утвержденного Постановлением Совета Министров Республики Беларусь 

от 17.05.2005 № 512; 2.2. «Биологически активные синтетические и природные 

соединения, биополимеры, биорегуляторы, аминокислоты и их производные, 

наноструктурированные белки, нуклеиновые кислоты и их компоненты»; 

3.1. «Биохимия, биофизика и физиология растительной, животной и микроб-

ной клетки, еѐ надмолекулярных структур, биологических макромолекул и 

низкомолекулярных биорегуляторов, в том числе ферментов и гормонов»; 
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3.11. «Метаболомика живых систем, идентификация метаболических маркеров 

заболеваний растений, человека и животных, метаболическая инженерия»; 

4.2. «Новые технологии профилактики, диагностики, лечения и реабилитации 

сердечно-сосудистых, онкологических и других социально значимых заболе-

ваний»; 12.4. «Нанотехнологии для медицинских и биологических приложе-

ний» из перечня приоритетных направлений фундаментальных и прикладных 

научных исследований Республики Беларусь на 2011-2015 гг., утвержденного 

Постановлением Совета Министров Республики Беларусь от 19.04.2010 № 585. 

Цель и задачи исследования. Целью исследования являлось уста-
новление основных биофизических закономерностей и механизмов перок-
синитрит-индуцированных изменений структуры и свойств клеток крови 
на уровне клеточных элементов и клетки в целом, а также выявление фак-
торов, определяющих регуляторное и токсическое действие пероксинитри-
та в клетках.  

Для достижения поставленной цели сформулированы и решены сле-
дующие задачи: 

1)  с помощью люминесцентных методов выявить основные механизмы 
синтеза АФК/АФА клетками крови в ответ на действие пероксинитрита и нит-
рующих соединений системы NO2 /H2O2 с участием гемсодержащих белков; 

2) с помощью электрофизиологических, радиоизотопных методов и 
метода осмотического лизиса установить основные закономерности влияния 
пероксинитрита на транспорт ионов и молекул воды через мембраны клеток; 

3) с помощью методов световой, электронной и атомно-силовой микро-
скопии (АСМ) изучить влияние пероксинитрита на морфологию клеток, струк-
туру их поверхностного слоя, включая структуру кортикального цитоскелета; 

4)  с помощью методов АСМ и реологии изучить влияние перокси-
нитрита на физико-механические (упругие, адгезионные, фрикционные и 
реологические), включая термомеханические, свойства клеток; 

5)  с помощью биофизических методов исследовать влияние перок-
синитрита на физико-химические (мембранный потенциал, концентрацию 
ионов водорода и молекул АТФ в цитозоле) параметры клеток; 

6)  выявить основные пути и закономерности гибели клеток крови, 
запускаемой пероксинитритом; 

7)  определить концентрацию нитрит-/нитрат-ионов в плазме крови 

людей с патологией сосудистой системы и высоким онкологическим рис-

ком, выявить связь концентрации нитрит-/нитрат-ионов с параметрами со-

стояния липидного обмена и иммунной системы и оценить роль АФА в 

развитии этих заболеваний; 
8)  усовершенствовать и адаптировать метод АСМ для исследований 

структурных и физико-механических свойств поверхностного слоя клеток; 
9)  изучить методом АСМ структурные и физико-механические свой-

ства поверхностного слоя клеток при патологиях (онкологической патоло-

гии, сахарном диабете второго типа и старении); 
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10) разработать теоретико-экспериментальные основы АСМ-диагно-

стики клеточных патологий, включая пероксинитрит-связанные патологии. 

Научная новизна. Впервые проведен комплексный анализ биофизи-

ческих, включая механические, и физико-химических свойств и функций 

пероксинитрит-модифицированных клеток (эритроцитов, нейтрофилов, лим-

фоцитов и др.) и установлена роль пероксинитрита в регулировании свойств и 

функций клеток. Впервые проанализирован качественный и количественный 

состав АФК/АФА, синтезируемых нейтрофилами при их активации перокси-

нитритом, и установлена возможность целенаправленного изменения состава 

АФК/АФА с использованием катионов металлов и соединений, влияющих на 

концентрацию пероксинитрита и активность синтезирующих АФК/АФА фер-

ментов. Определены закономерности и механизмы пероксинитрит-

индуцированных изменений водно-ионного гомеостаза клеток, динамики кор-

тикального цитоскелета, реологических и физико-химических параметров кле-

ток. Выявлен запуск пероксинитритом программы нетоза в нейтрофилах. Пред-

ложен метод оценки и определена вероятность нахождения организма в состоя-

ниях с низкой или с высокой концентрациями нитрит-/нитрат- ионов (NOx) в 

плазме крови, связанными с двумя состояниями иммунной системы/эндотелия, 

при преходящих нарушениях мозгового кровообращения, ишемической болез-

ни сердца и повышении в плазме крови концентрации онкомаркеров. Впервые 

проведено изучение структуры и физико-механических свойств поверхностного 

слоя клеток с помощью различных методов АСМ в широком диапазоне концен-

траций пероксинитрита (1 мкМ  3 мМ) и температур испытаний (20-90 С) при 

разных способах подготовки клеток к исследованию и показано, что структур-

но-релаксационное состояние этого слоя, определяющее характер его механи-

ческого поведения, при физиологических температурах (35-42 С) подобно со-

стоянию синтетических высокомолекулярных аморфных веществ при темпера-

туре ниже их температуры структурного стеклования («мягкое стекло»). Разра-

ботаны теоретико-экспериментальные основы нового направления клеточной 

диагностики ряда заболеваний организма (метаболических, онкологических и 

воспалительных) на базе физико-механического образа поверхности клеток, оп-

ределяемого набором АСМ-параметров. 

Положения, выносимые на защиту: 

1. Нитрующие пероксидные соединения и системы с участием гем-

содержащих белков (пероксинитрит, NO2 /H2O2/гем-содержащий белок, 

пероксинитрит/гем-содержащий белок) являются участниками и регулято-

рами синтеза АФК/АФА клетками крови. В нейтрофилах пероксинитрит 

выполняет функции сигнальной молекулы и инициирует длительный (до 

30-40 мин) многостадийный синтез АФК/АФА с участием различных 

АФК/АФА-синтезирующих ферментативных систем. Качественный и ко-

личественный состав синтезируемых клетками АФК/АФА зависит от кон-

центрации пероксинитрита и свойств среды. В эритроцитах цельной крови 



 5 

синтез АФК/АФА инициируется пероксинитритом и реагентами NO2 /H2O2 

в миллимолярных концентрациях и протекает с участием гемоглобина. 

2. Пероксинитрит влияет на водно-ионный гомеостаз клеток, вызы-

вая зависимое от его концентрации изменение как пассивного потока ио-

нов через плазматическую мембрану с участием ионных обменников и ка-

налов, так и потока воды через аквапорины и дефекты мембраны. Перок-

синитрит изменяет основные физико-химические параметры клеток крови 

(концентрацию катионов водорода и молекул АТФ в цитозоле, величину 

трансмембранного потенциала) и инициирует различные механизмы гибе-

ли клеток, включая апоптоз, некроз, нетоз и эриптоз, в зависимости от его 

концентрации, типа клеток и свойств среды.  

3. Пероксинитрит вызывает реорганизацию структуры цитоскелета и 

мембраны, приводящую к изменению физико-механических (упругих, рео-

логических, адгезионных, фрикционных) свойств клеток и связанных с 

ними функций клеток (контактное взаимодействие, экзоцитоз и др.). В ци-

тоскелете эритроцитов пероксинитрит вызывает перераспределение ло-

кальной плотности актин-спектриновой сети, что приводит к изменению 

механических свойств клетки, включая изменение степени неоднородно-

сти распределения их значений на микро- и наноуровнях. В лейкоцитах 

пероксинитрит влияет на структуру и динамику актиновых элементов ци-

тоскелета, являясь регулятором сборки/разборки или инициатором разру-

шения этих структур в зависимости от его концентрации. 

4. Поверхностный слой клеток, несущей основой которого является 

состоящий из полимерных биомолекул цитоскелет, при физиологических 

температурах (35-42 °С) находится в структурно-релаксационном состоя-

нии, подобном стеклообразному состоянию синтетических высокомолеку-

лярных аморфных веществ. Механизмы действия пероксинитрита на фи-

зико-механические свойства поверхностного слоя клеток аналогичны, в 

основном, механизмам действия на синтетические высокомолекулярные 

аморфные вещества химических соединений, вызывающих деструкцию и 

межмолекулярную сшивку макромолекул и, соответственно, изменяющих 

их структурную организацию и сегментальную подвижность. 

5. Новое направление диагностики патологий организма на кле-

точном уровне, основанное на концепции физико-механического образа 

поверхности клеток, получаемого с помощью методов АСМ. Новая ме-

тодика анализа пространственной структуры кортикального цитоскелета 

клеток, основанная на оценке фрактальной размерности и визуализации 

карт латеральных сил, полученных при АСМ-сканировании клеток. Но-

вый способ оценки состояния поверхностного слоя клеток на основе 

анализа статистических параметров карт латеральных сил, полученных 

при АСМ-сканировании поверхности клеток при разных температурах 

испытаний. 
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Личный вклад соискателя учѐной степени. Постановка научных 

задач, выполнение основных экспериментов, анализ полученных данных и 

основные теоретические обобщения выполнены лично соискателем. Ряд 

экспериментальных исследований выполнен совместно с доктором А. Тат-

терсолл (Университет г. Оксфорда, Великобритания); к.м.н. Е. В. Воропае-

вым, к.м.н. Н. В. Галиновской, д.м.н. В. Н. Беляковским, к.б.н. Т. Г. Кузне-

цовой, д.м.н. В. М. Мицурой, к.б.н. В. А. Игнатенко, И. А. Никитиной, Т. Н. Бо-

жок, Е. В. Сериковой, Д. Р. Петренѐвым, И. Е. Стародубцевым (УО «Го-

мельский государственный медицинский университет»); к.б.н. Г. Н. Семен-

ковой, к.б.н. Е. И. Коваленко (Белорусский государственный университет); 

к.т.н. С. О. Абетковской, к.ф.-м.н. Е. С. Дрозд, к.б.н. Е. Э. Константиновой, 

к.т.н. Т. А. Кузнецовой, Н. С. Кужель, Г. Б. Мельниковой (ГНУ «Институт 

тепло- и массообмена им. А. В. Лыкова НАН Беларуси»); д.м.н. В. Б. Смыче-

ком (ГУО «Белорусская медицинская академия последипломного образова-

ния») при решающем вкладе автора. В НИЛ УО «Гомельский государствен-

ный медицинский университет» выполнены работы по определению биохи-

мических показателей крови человека. Автор выражает искреннюю благодар-

ность всем коллегам за реализованную возможность совместных исследова-

ний и творческое сотрудничество. 

Автор признателен профессорам J. C. Ellory (Университет г. Оксфорда, 

Великобритания), д.х.н. Р. И. Жданову (Институт общей патологии и патофи-

зиологии РАМН, г. Москва, Россия), академику НАН Беларуси, д.т.н. С. А. Чи-

жику (ГНУ «Институт тепло- и массообмена им. А. В. Лыкова НАН Белару-

си»), д.м.н. А. И. Грицуку и д.х.н. Н. И. Егоренкову (УО «Гомельский госу-

дарственный медицинский университет») за плодотворное обсуждение экс-

периментальных данных и теоретических положений, высказанные в ходе 

обсуждения критические замечания, пожелания и стимулирующие идеи. 

Автор особо благодарен научному консультанту академику НАН Бе-

ларуси, профессору, д.б.н. С. Н. Черенкевичу за многолетнюю, начиная со 

студенческой скамьи и кандидатской диссертации, систематическую по-

мощь при выполнении научных исследований. 

Апробация диссертации и информация об использовании еѐ ре-

зультатов. Основные результаты работы обсуждены на: 4-11 съездах Бе-

лорусского общественного объединения фотобиологов и биофизиков 

(Минск, 2000-2014 гг.), конференциях «Dresden Chemiluminescence Days» 

(Дрезден, ФРГ, 2000 и 2003 гг.), FEBS форумах для молодых ученых (Стам-

бул, Турция, 2002 г.; Брюссель, Бельгия, 2003 г.), FEBS конгрессах (Стамбул, 

Турция, 2002 г.; Брюссель, Бельгия, 2003 г.; Стамбул, Турция, 2006 г.; Афи-

ны, Греция, 2008 г.), семинаре Физиологического общества Великобритании 

(Будапешт, Венгрия, 2003 г.), Объединенном конгрессе Британского фармако-

логического общества и Физиологического общества Великобритании (Ман-

честер, Великобритания, 2003 г.), республиканских научно-практических кон-
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ференциях «Актуальные проблемы медицины» и итоговых сессиях Гомель-

ского государственного медицинского университета (Гомель, 2005, 

2007-2010, 2012-2015 гг.), международной конференции «Проблемы ин-

теграции функций в физиологии и медицине» (Минск, 2004 г.), 4 между-

народной конференции по пероксинитриту и активным формам азота (Кон-

станц, ФРГ, 2004 г.), 15 и 16 съездах Европейской ассоциации исследовате-

лей красных клеток (Муртен, Швейцария, 2005 г.; Оксфорд, Великобрита-

ния, 2007 г.), международной конференции «Активные формы кислорода, 

азота и хлора в регуляции функций в норме и патологии» (Гродно, 2006 г.), 

международной конференции «Лекарственные средства и биологически ак-

тивные соединения» (Гродно, 2007 г.), международных научно-технических 

конференциях «Полимерные композиты и трибология (Поликомтриб)» (Го-

мель, 2007, 2009, 2011, 2013 и 2015 гг.), 1 и 2 всероссийских школах-

семинарах «Современные достижения бионаноскопии» (Москва, 2007 и 

2008 гг.), 7-11 международных конференциях «Методологические аспекты 

сканирующей зондовой микроскопии» (Минск, 2006, 2008, 2010, 2012, 2014 гг.), 

международной научной конференции «Теория оболочек и мембран в меха-

нике и биологии: от макро- до наноразмерных структур» (Минск, 2013 г.), 

международной научной конференции «Свободные радикалы в химии и 

жизни» (Минск, 2015 г.). 

По результатам научных исследований получено 4 патента Республики 

Беларусь на изобретения. Результаты исследований внедрены (10 актов о 

внедрении результатов) в ряде научных, учебных и производственных орга-

низаций Беларуси (в частности, в Гродненском филиале «Научно-

исследовательский центр проблем ресурсосбережения» ГНУ «Институт теп-

ло- и массообмена имени А. В. Лыкова НАН Беларуси, ОДО «Микротестма-

шины», УО «Гомельский государственный медицинский университет», 

УО «Белорусский государственный медицинский университет»). 

Опубликование результатов диссертации. По теме диссертации 

опубликованы: 1 монография (13,5 авт. л.), 2 главы в коллективных мо-

нографиях (2,5 авт. л.), 28 статей в рецензируемых научных журналах 

(17,5 авт. л.), 38 статей в сборниках материалов конференций, 24 тезиса 

докладов научных конференций, описания 4 патентов Республики Бела-

русь, 1 инструкция Министерства здравоохранения Республики Беларусь 

по применению, другие публикации  5; без соавторства  10 научных работ 

(1 монография). 

Структура и объем диссертации. Диссертация состоит из введения, 

общей характеристики работы, 7 глав, в том числе 5 экспериментальных, 

заключения, библиографического списка, 15 приложений (16 стр.). Объем 

диссертации составляет 335 стр., в том числе 86 стр. содержат 115 рис. и 

21 табл. Библиографический список (46 стр.) включает 457 использован-

ных источников и 103  публикации соискателя. 



 8 

ОСНОВНОЕ СОДЕРЖАНИЕ РАБОТЫ 

 

В первой главе работы выполнен анализ опубликованных научных 

данных о химических свойствах пероксинитрита, его молекулярных мише-

нях в клетках, механизмах его участия в клеточных сигнальных путях и за-

пуске программ гибели клеток, а также его роли в развитии патологий орга-

низма. Рассмотрена роль цитоскелета в формировании физико-механи-

ческих свойств клеток и их оценка с помощью методов АСМ. Обоснован 

выбор направления исследования и изложена общая концепция работы. 

Объекты и методы исследования 

Объекты исследования. Цельную донорскую венозную кровь (ста-

билизированную цитратом натрия, гепарином), эритроцитарную массу по-

лучали из УЗ «Гомельская станция переливания крови» и ГУ «РНПЦ гема-

тологии и трансфузиологии». Кровь пациентов с различными заболева-

ниями получали из ГУЗ «Гомельский областной эндокринологический 

диспансер», ГУЗ «Гомельская городская клиническая больница № 3», ГУЗ 

«Гомельская областная инфекционная клиническая больница», ГУЗ «Го-

мельский областной клинический госпиталь инвалидов Отечественной 

войны», Лаборатории физиологии, анатомии и генетики Университета 

г. Оксфорда (Великобритания). Кровь для оценки концентрации онкомар-

керов и метаболитов NO получали из ГУЗ «Добрушская центральная рай-

онная больница». Нейтрофилы выделяли из крови доноров и крови поло-

возрелых белых беспородных крыс путем центрифугирования в градиенте 

плотности фиколл-урографина [Коваленко, 2007], мононуклеарные клетки 

из крови доноров  путѐм центрифугирования в градиенте плотности фи-

колл-гипака [Boyu, 1968], эритроциты из эритроцитарной массы или 

крови доноров, из крови половозрелых белых беспородных крыс  путем 

центрифугирования и последующей отмывки и ресуспендирования в бу-

ферно-солевом растворе. Тимоциты выделяли из тимуса половозрелых бе-

лых беспородных крыс. В работе использованы культуры первичных фиб-

робластов кожи человека, мезенхимальных стволовых клеток жировой ткани 

человека и клеток асцитной карциномы Эрлиха мыши (УО «Гомельский го-

сударственный медицинский университет»); культуры эпителиальных кле-

ток карциномы гортани (НЕр-2с) (ГУ «РНПЦ эпидемиологии и микробио-

логии»); культуры эпителиальных клеток карциномы лёгкого (А549) челове-

ка (ГНУ «Институт генетики и цитологии НАН Беларуси», ГНУ «Институт 

радиобиологии НАН Беларуси»). Ооциты лягушки были предоставлены док-

тором H. Staines (Университет Св. Георга, Лондон, Великобритания). 

Методы исследования. Пероксинитрит получали в реакции NaNO2 и 

H2O2 в кислых водных растворах с последующим быстрым их защелачива-

нием [Robinson и Beckman, 2005]. Концентрированный раствор перокси-

http://www.google.by/url?url=http://gens.by/&rct=j&frm=1&q=&esrc=s&sa=U&ei=6cENVIiXCcP1OdW0geAO&ved=0CBIQFjAA&usg=AFQjCNEexlxqvv9tOKf_RqnBxOCKWQddhA
http://www.google.by/url?url=http://gens.by/&rct=j&frm=1&q=&esrc=s&sa=U&ei=6cENVIiXCcP1OdW0geAO&ved=0CBIQFjAA&usg=AFQjCNEexlxqvv9tOKf_RqnBxOCKWQddhA
http://www.google.by/url?url=http://gens.by/&rct=j&frm=1&q=&esrc=s&sa=U&ei=6cENVIiXCcP1OdW0geAO&ved=0CBIQFjAA&usg=AFQjCNEexlxqvv9tOKf_RqnBxOCKWQddhA
http://www.google.by/url?url=http://gens.by/&rct=j&frm=1&q=&esrc=s&sa=U&ei=6cENVIiXCcP1OdW0geAO&ved=0CBIQFjAA&usg=AFQjCNEexlxqvv9tOKf_RqnBxOCKWQddhA
http://www.google.by/url?url=http://gens.by/&rct=j&frm=1&q=&esrc=s&sa=U&ei=6cENVIiXCcP1OdW0geAO&ved=0CBIQFjAA&usg=AFQjCNEexlxqvv9tOKf_RqnBxOCKWQddhA
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нитрита добавляли к суспензиям клеток или к цельной крови при постоян-

ном перемешивании (0,3 мкМ – 3 мМ, 1 с  3 ч). Хемилюминесцентный 

анализ выполняли с помощью включающего биохемилюминометр БХЛ-1 

компьютеризированного измерительного комплекса (БГУ, Беларусь). Апоп-

тоз, некроз и экзоцитоз изучали с помощью наборов флуоресцентных кра-

сителей на проточном цитофлуориметре Cytomics FC 500 (Beckman Coulter, 

США) согласно методикам, предложенным производителями наборов кра-

сителей. С помощью спектрофлуориметра Varian Cary Eclipse Fluorescence 

Spectrophotometer (Agilent Technologies, Австралия) был изучен синтез 

АФК/АФА в клетках с использованием флуоресцентного красителя DCFH2-

DA и измерена величина внутриэритроцитарного рН с использованием 

флуоресцентного красителя BCECF-AM. Потоки катионов K
+
 и Na

+
, а также 

анионов SO4
2  

через мембраны эритроцитов были измерены радиоизотоп-

ным методом с помощью изотопов 
86

Rb
+
, 

22
Na

+ 
и 

35
SO4

2
 соответственно. 

Ионный ток через мембраны эритроцитов регистрировали в конфигурации 

целой клетки «patch-clamp» (пэтч-кламп) методом с помощью Axopatch 

200A усилителя и анализировали с использованием программы обработки 

данных pCLAMP (Версия 8, Axon Instruments Inc., США) [Staines, 2006]. 

Оценку содержания в мембранах эритроцитов аквапоринов и 3-

нитротирозина проводили методом вестерн-блоттинга. Мембранный по-

тенциал эритроцитов оценивали с помощью измерения трансмембранного 

градиента концентрации Н
+
 [Macey, 1978]. Оценку величины внутрикле-

точной концентрации молекул АТФ проводили хемилюминесцентным ме-

тодом. С помощью спектрофотометра СФ-46 (Россия) оценивали степень 

окисления гемоглобина и процент гемолиза в суспензии эритроцитов. 

Окисление триптофановых остатков белков мембран эритроцитов изучали 

флуоресцентным методом [Di Mascio, 2000]. Вязкость крови и суспензии 

лейкоцитов измеряли вискозиметром ВК-4 (Россия). Световую микроско-

пию клеток выполняли на микроскопе Nikon Eclipse E200 (Япония) с ис-

пользованием камеры и программного обеспечения Chromosome-

01/MorphoTest (НИУ «Институт ядерных проблем» БГУ, Беларусь). Элек-

тронную микроскопию клеток выполняли на растровых электронных мик-

роскопах VEGA-L-HII (TESCAN, Чехия) и CamScan (Oxford Instruments, 

Великобритания). Данные световой микроскопии обрабатывали с помо-

щью программы ImageJ 1.39 (NIH, США). АСМ клеток с использованием 

зондов (MikroMash, Эстония) в контактном и полуконтактном (прерыви-

стом) режимах сканирования проводили на атомно-силовом микроскопе 

НТ-206 (ОДО «Микротестмашины», Беларусь). Обработка АСМ-данных 

проведена с использованием программы «SurfaceExplorer» (ОДО «Микро-

тестмашины», Беларусь). Подготовку клеток к микроскопическим иссле-

дованиям проводили по разработанным нами методикам [Стародубцева, 

2007-2013]. Изучение температурных зависимостей АСМ-параметров кле-
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ток проводили в диапазоне температур от 20 до 90 С, используя термо-

платформу ТТ-01 (ОДО «Микротестмашины», Беларусь). Проницаемость 

мембран ооцитов лягушки для молекул воды была оценена по изменению 

объема клеток в гипотонических растворах с помощью конфокального 

микроскопа Nikon TE 2000-E (Япония). Определение нитрит-/нитрат-ионов 

в плазме крови проводили модифицированным колориметрическим мето-

дом с использованием реактива Грисса. Определение концентрации онко-

маркеров в плазме крови проводили с помощью коммерческих наборов 

Вектор-Бест (Россия) в соответствии с инструкцией производителя. Ак-

тивность супероксиддисмутазы (СОД) в плазме крови определяли по мо-

дифицированной методике [Сирота, 2000]. Определение концентрации ци-

токинов и С-реактивного белка в плазме крови осуществляли по стандарт-

ным методикам с помощью иммуноферментного анализатора АИФ М/340 

(Россия). Концентрацию глюкозы в крови определяли с помощью стацио-

нарного биохимического анализатора BIOSEN-5030 (ФРГ). Статистиче-

ский анализ опытных данных проводили с помощью программ Microsoft 

Office Excel 2003-2007, Statistica (версии 6 и 7), OriginPro 8 SRO. Оценива-

ли нормальность распределения признака методами Колмогорова-

Смирнова и Шапиро-Вилк. При нормальном распределении признака дан-

ные анализа представляли в виде среднего значения и границ 95 % довери-

тельного интервала (ДИ), сравнение выборочных характеристик проводи-

ли с использованием t-критерия Стьюдента и критерия Фишера. Для рас-

пределений, не подчиняющихся закону распределения Гаусса, результаты 

анализа представляли в виде медианы, границ интерквартильного интерва-

ла, максимального и минимального значения; сравнение выборочных ха-

рактеристик проводили с использованием критерия Вилкоксона. При ана-

лизе мультимодальных распределений признака проводили аппроксима-

цию кривой распределения функцией, представляющей собой сумму не-

скольких функций Гаусса. 

Пероксинитрит-индуцированные изменения структурных 

и физико-механических свойств клеток 

Влияние пероксинитрита на структурные свойства клеток. Пе-

роксинитрит-индуцированное изменение морфологии и структуры цито-

скелета эритроцитов. При введении пероксинитрита ( 300 мкМ) в цель-

ную кровь in vitro наблюдается явно выраженный пойкилоцитоз эритроци-

тов. Превалирующей пероксинитрит-индуцированной трансформацией 

эритроцитов является переход «дискоцит эхиноцит». По данным АСМ 

пероксинитрит вызывает как локальные сгущения, так и локальные разре-

жения спектрин-актиновой сети, то есть способствует увеличению еѐ 

структурной неоднородности. С увеличением концентрации пероксинит-
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рита имеет место общее сгущение сети цитоскелета эритроцитов (умень-

шение размеров еѐ ячеек), подтверждаемое количественно изменением 

значения фрактальной размерности карт латеральных сил участков по-

верхности эритроцитов, обработанных пероксинитритом. 

Пероксинитрит-индуцированное изменение морфологии нейтрофилов 

и тимоцитов. В результате анализа формы и структуры активированных пе-

роксинитритом (1-200 мкМ), а затем адгезированных к стеклянной пластине 

нейтрофилов выделено 4 основных подтипа клеток (рисунок 1), которые раз-

личаются геометрическими параметрами (средним диаметром D, средней вы-

сотой h, отношением D/h), архитектоникой (размерами гранул) и фракталь-

ной размерностью (DF) карт латеральных сил клеточной поверхности и ха-

рактеризуют стадии активации клеток пероксинитритом. 

 

а 

 

б 
 

в 

 

г 

подтип 1 (а, 11,1 мкм  11,1 мкм), подтип 2 (б, 19,6 мкм  19,6 мкм),  

подтип 3 (в, 16,2 мкм  16,2 мкм), подтип 4 (г, 16,0 мкм  16,0 мкм)  

Рисунок 1.  Типичные АСМ-изображения активированных пероксинитритом, 

а затем адгезированных к стеклянной пластине и фиксированных 

глутаровым альдегидом (1 %) нейтрофилов человека 
 

Клетки с D/h 6,5 и мелкими (≈ 200 нм) гранулами отнесены к под-

типу 1, с D/h = 6,5  (16-18) и гранулами размером ≈ 200 нм и ≈ 600 нм  к 

подтипу 2, с D/h  18 и крупными гранулами (≈ 900 нм)  к подтипу 3. 

Четвертый подтип клеток с D/h ≈ 15 характеризуется неоднородным рас-

пределением структур на поверхности  наблюдается скопление гранул на 

одном или нескольких участках, в то время как остальная часть поверхно-

сти клетки является практически гладкой.  

Пероксинитрит (30-300 мкМ) вызывает концентрационнозависимое 

уменьшение объема, площади поверхности, среднего диаметра и средней 

высоты тимоцитов, адгезированных к стеклянной пластине.  

Пероксинитрит-индуцированный экзоцитоз внутриклеточных гра-

нул, реорганизация структуры актинового цитоскелета и адгезия клеток. 

Выявлено, что пероксинитрит в области концентраций от 0,5 до 200-

250 мкМ стимулирует, а при более высоких концентрациях подавляет эк-

зоцитоз внутриклеточных гранул нейтрофилов. На рисунке 2 представлены 

данные цитофлуориметрического анализа появления в плазматической 
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мембране фагоцитов CD-антигенов (CD11b/CD18) после обработки пери-

ферической крови крысы пероксинитритом. 

 

I  интенсивность флуоресценции, N и N0  число клеток с интенсивностью I 

и общее число клеток соответственно. Нейтрофилы (1 млн клеток на мл) были 

проинкубированы в течение 10 мин (37  °C) в отсутствие (1) и в присутствии (2) 

пероксинитрита (75 мкМ), затем  «помечены» моноклональными антителами, 

специфичными к CR3(CD11b/CD18)/CR4 

Рисунок 2.  Цитофлуориметрический анализ экспрессии 

поверхностных маркеров CR3(CD11b/CD18)/CR4 в нейтрофилах 

периферической крови крыс 

 

Активируя экзоцитоз внутриклеточных гранул, пероксинитрит спо-

собствует адгезии нейтрофилов к субстрату и реализации основной функ-

ции нейтрофилов по уничтожению чужеродных объектов. Зависимости па-

раметра D/h как для нейтрофилов, так и для тимоцитов от концентрации 

пероксинитрита (1-600 мкМ) имеют вид кривой с максимумом при 

≈100 мкМ. Показано, что в случае наличия катионов Mn
2+

 (100 мкМ) в 

суспензии нейтрофилов до введения пероксинитрита (1-600 мкМ) перок-

синитрит-индуцированная адгезия нейтрофилов к стеклянным пластинам 

не проявляется, а экзоцитоз их внутриклеточных гранул не стимулирует-

ся. Этот факт свидетельствует о том, что катионы Mn
2+

 являются деакти-

ваторами экзогенного пероксинитрита. На основе данных световой мик-

роскопии и АСМ установлено, что в концентрациях выше 100 мкМ пе-

роксинитрит ингибирует формирование ламеллоподий и филоподий в 

лейкоцитах. Так, в концентрациях 100-300 мкМ пероксинитрит почти 

полностью подавляет процесс образования филоподий в нейтрофилах и 

тимоцитах и существенно нарушает структуру филоподий, образующихся 

в этих условиях. При концентрациях ниже 50-100 мкМ пероксинитрит 

может активировать сборку структур ламеллоподий и филоподий (напри-

мер, увеличивать длину и число филоподий, приходящихся на один ти-

моцит). Опыты с агентами, модифицирующими структуру цитоскелета 

(колхицином и цитохалазином), свидетельствуют о том, что мишенью 

действия пероксинитрита в концентрациях 1-200 мкМ в лейкоцитах яв-
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ляются именно актиновые элементы цитоскелета (микрофиламенты), а не 

микротрубочки. При этом характер действия пероксинитрита аналогичен 

характеру действия цитохалазина  оба реагента разрушают структуры 

актиновых элементов цитоскелета, способствуя эффективному слиянию 

внутриклеточных гранул с плазматической мембраной. Совместное дей-

ствие цитохалазина и пероксинитрита имеет катастрофические последст-

вия для клеток, запуская программы их разрушения.  

Пероксинитрит-индуцированное изменение физико-механических 

свойств клеток. Установлено, что вязкость крови после еѐ обработки пе-

роксинитритом изменяется, а характер изменения зависит от концентрации 

пероксинитрита. Вязкость свежей гепаринизированной крови увеличивает-

ся при концентрациях пероксинитрита 10-100 мкМ, затем с увеличением 

концентрации пероксинитрита она уменьшается и снова увеличивается в 

области концентраций  1 мМ. Две концентрационные области перокси-

нитрит-индуцированного увеличения вязкости крови связаны, в основном, 

с концентрационнозависимым изменением реологических свойств лейко-

цитов и эритроцитов соответственно. 

С помощью АСМ в прерывистом режиме сканирования выявлены 

изменения на картах распределения локальных физико-механических 

свойств (появление наномасштабных областей с резко отличающимися па-

раметрами упругих свойств) поверхностного слоя эритроцитов после об-

работки клеток в суспензии пероксинитритом в концентрации 200-

300 мкМ. Средние размеры наблюдаемых доменов  порядка 100 наномет-

ров. Так как границы раздела областей липидов с различным составом, фи-

зико-химическими и механическими свойствами являются дефектными 

областями липидного бислоя, то через них могут легко проникать ионы и 

нейтральные молекулы как внутрь, так и наружу клетки.  

Методом статической силовой спектроскопии установлено измене-

ние жѐсткости (локального модуля упругости, Е) поверхности эритроцитов 

(как дискоцитов, так и эхиноцитов) после обработки цельной крови перок-

синитритом в больших концентрациях (2,5 мМ). Распределение значений Е 

для дискоцитов после обработки крови пероксинитритом является бимо-

дальным: значение первой моды находится в пределах ДИ для среднего 

значения Е контрольных дискоцитов (унимодальное распределение), а 

вторая мода в 1,6 раз превышает контрольные значения Е. Для перокси-

нитрит-индуцированных эхиноцитов значения Е в 1,2-1,3 раза больше зна-

чений, характерных для контрольных дискоцитов. При этом статистически 

достоверных различий в значениях Е в областях верхушек и оснований 

выпучиваний кренированных форм эритроцитов не выявлено.  

Установлено, что пероксинитрит изменяет не только параметры сил 

трения скольжения (Fтр) на нано- и микроуровнях между острием АСМ-

зонда и поверхностью клетки, оцениваемые по данным АСМ, для частично 
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дегидратированных (высушенных) препаратов клеток в области температур 

20-90 С, но и характер их температурной зависимости. Для исследованных 

нефиксированных или слабо фиксированных клеток с увеличением темпе-

ратуры испытаний наблюдается существенный рост значений Fтр при пере-

ходе через область температур (температура Тg, рисунок 3), связанную с на-

чалом тепловой денатурации белков. Для обработанных пероксинитритом 

(например, 30 мкМ) лейкоцитов (тимоцитов) зависимость Fтр от температу-

ры испытаний становится слабо выраженной (рисунок 3). При повышении 

концентрации пероксинитрита (300 мкМ) зависимость Fтр от температуры 

испытаний для поверхностного слоя тимоцитов практически исчезает (ри-

сунок 3), а разброс значений вокруг их среднего значения ( тр) значительно 

увеличивается. Зависимость параметров Fтр тимоцитов от концентрации пе-

роксинитрита обусловлена, в основном, пероксинитрит-индуцированным 

изменением структуры и свойств актинового кортикального цитоскелета. 

Для тимоцитов при стимуляции процессов сборки структур актинового ци-

тоскелета (1-100 мкМ пероксинитрита) зависимость Fтр от температуры су-

щественно ослабевает. При больших концентрациях пероксинитрита (100-

300 мкМ), структура актинового цитоскелета становится неоднородной, что 

приводит к значительному уширению распределения значений Fтр для мик-

ромасштабных участков поверхности клеток. 
 

 
1 – контроль, 2 – 30 мкМ пероксинитрита, 3 – 300 мкМ пероксинитрита.  

Размеры области сканирования – 3 мкм  3 мкм (256 пикселей  256 пикселей). 

Данные представлены в виде средних значений и границ 95 % ДИ (n=2-7) 

Рисунок 3. – Температурные зависимости средних значений сил трения (Fтр) 

для участков поверхности тимоцитов крысы 

Для эритроцитов с увеличением концентрации пероксинитрита 
(250 мкМ  1 мМ) наблюдается уменьшение крутизны температурных за-

висимостей параметров сил трения (Fтр и тр). При этом значение величины 

Тg уменьшается и оказывается ниже верхней границы физиологических 

температур (поверхностный слой клетки начинает проявлять вязкоупругие 

свойства), что может приводить к нарушению сигнальных функций цито-

скелета и функций транспортных белков эритроцитов. 
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Пероксинитрит-индуцированное изменение физико-химических 

свойств клеток 

Пероксинитрит концентрационнозависимо изменяет параметры ион-

ных токов через плазматическую мембрану эритроцитов, что приводит к 

изменению их мембранного потенциала. С увеличением концентрации пе-

роксинитрита мембранный потенциал в областях 1-250 мкМ и 1-2 мМ уве-

личивается, а в области 250 мкМ  1 мМ уменьшается. В области концен-

траций 50-500 мкМ пероксинитрит вызывает деполяризацию мембран 

эритроцитов, а в области 500 мкМ – 1 мМ  их гиперполяризацию.  

В работе установлено, что пероксинитрит в концентрациях 10-60 мкМ 

вызывает существенное закисление цитозоля эритроцитов (уменьшение 

величины рН на 0,2-1,0 единиц). Пероксинитрит в концентрациях выше 

250-300 мкМ вызывает также значительное рН-зависимое истощение эритро-

цитов по АТФ и практически полное окисление внутриклеточного гемоглобина. 

Методом «пэтч-кламп» в конфигурации целой клетки выявлено, что 

после обработки клеток пероксинитритом величина ионного тока увеличи-

вается в обоих направлениях  как внутрь, так и наружу клетки (рису-

нок 4). После 10 мин инкубации эритроцитов в среде с пероксинитритом 

(80 мкМ) проводимость мембраны возрастает в 3,0-3,5 раза, потенциал 

смены направления тока изменяется с ( 7,0 1,5) мВ до ( 4,3 0,9) мВ. В 

опытах с радиоактивными изотопами (
86

Rb
+
 и 

22
Na

+
) показано, что перок-

синитрит (1 мкМ – 1,2 мМ) вызывает увеличение пассивного потока ионов 

K
+
 и Na

+
 через мембраны эритроцитов. Выявлено, что введенные в суспен-

зию эритроцитов до введения пероксинитрита ионы Co
2+

 и Ni
2+

 (100 мкМ) 

существенно не изменяют величины пероксинитрит-индуцированного пас-

сивного потока катионов K
+
, а ионы Zn

2+
 в такой же концентрации предот-

вращают пероксинитрит-индуцированный поток катионов в эритроцитах. 

Пероксинитрит оказывает влияние на транспорт анионов через мембрану 

клеток с участием анионных обменников (например, AE1  анионный об-

менник типа 1 эритроцитов). Так, пероксинитрит в концентрации 1 мМ 

уменьшает поток анионов (на примере радиоизотопа 
35

SO4
2

) через AE1 в 

2 раза (Hct 20 %, pH 6,5). Пассивный поток ионов K
+
 через эритроцитарные 

мембраны разделяют на Cl -зависимый и Cl -независимый потоки. Cl -

зависимый поток катионов K
+
 в эритроцитах связан с активностью К

+
/Сl -

котранспортера типа 1 (КСС1). Установлено, что вклад этих потоков в об-

щий ответ транспортной системы эритроцитов на действие пероксинитри-

та зависит от концентрации и времени, прошедшего после его введения в 

клеточную суспензию. Так, в малых и умеренных концентрациях перокси-

нитрит активирует КСС1 (максимум при 100 мкM). При концентрациях 

пероксинитрита, превышающих 500 мкM, наблюдается усиление Cl -

независимого потока катионов K
+
, в то время как активность КСС1 и, со-

ответственно, Cl -зависимый поток катионов K
+
, уменьшаются (рисунок 5). 
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Механизмами активации КСС1 пероксинитритом в концентрациях 1-200 мкМ 

могут быть: (1) непосредственное модифицирование пероксинитритом 

структуры КСС1 белка [Mallozzi, 1999], (2) регулирование активности 

КСС1 пероксинитрит-индуцированными изменениями концентрации ка-

тионов Н
+
 в цитозоле клеток, (3) регулирование активности КСС1 перок-

синитрит-индуцированными перестройками структуры мембран. 
С использованием ингибитора АТФ-зависимых К

+
-каналов (толбу-

тамида) показано, что АТФ-зависимые К
+
-каналы могут вносить опреде-

лѐнный вклад в Clˉ-независимый поток катионов K
+ 

в эритроцитах в ус-

ловиях вызванного пероксинитритом значительного истощения эритро-

цитов по АТФ. 

 

 

Круги  контроль, квадраты  клетки 

после обработки пероксинитритом 

(80 мкМ, 10 мин), треугольники  клетки 

после обработки деактивированным 

пероксинитритом. Данные представлены 

в виде средних значений и границ 

95 % ДИ, n=3-8 

Рисунок 4. – Влияние пероксинитрита 

на ионный ток через мембрану эрит-

роцитов (пэтч-кламп метод в конфи-

гурации целой клетки) 

 
 

Данные представлены 

в виде средних значений 

и верхних границ 95 % ДИ, n=4 

Рисунок 5.  Влияние пероксинитрита 

на Cl -независимый (1) и Cl -зави-

симый (2) пассивные потоки кати-

онов калия (J) через мембрану эритро-

цитов у пациентов с серповидно-

клеточной анемией 

 

Пероксинитрит изменяет проницаемость мембраны клеток для моле-

кул воды. Мембраны эритроцитов богаты аквапоринами (AQP). Для оцен-

ки влияния пероксинитрита на функционирование аквапоринов AQP1 бы-

ли проведены исследования в модельной клеточной системе – в ооцитах 

лягушки, в которых с помощью методов генной инженерии вызывали экс-

прессию AQP1. Обработка экспрессирующих AQP1 ооцитов пероксинит-

ритом при концентрации 1 мМ уменьшает проницаемость их мембран для 

молекул воды в 3,5-4 раза, т.е. до уровня, характерного для контрольных 

-100 0 100

-300

0

300

600

I, пА

, мВ
0

5

10

15 1

2

J, мМ/ч 

0            5        100      1100 

       [ONOOˉ], мкМ 



 17 

ооцитов. Этот эффект может быть обусловлен прямой реакцией перокси-

нитрита с SH-группой остатка cys186 молекулы белка, находящегося в уз-

ком месте водной поры. Несмотря на то, что пероксинитрит замедляет по-

ток воды через аквапорины, он вызывает увеличение потока молекул воды 

через дефекты структуры липидного бислоя, белков-транспортеров других 

молекул и ионов. Проницаемость мембраны обычных ооцитов лягушки 

для молекул воды после обработки клеток пероксинитритом в концентра-

ции 3 мМ увеличивается примерно в 1,5 раза.  

Обработка эритроцитов пероксинитритом или реагентами NO2 /H2O2 

изменяет устойчивость клеток к осмотическому шоку в гипотонических 

солевых растворах. Трансмембранная разность осмотического давления, 

необходимая для достижения 50 % гемолиза в суспензии эритроцитов 

( 50%), уменьшается с 3,10±0,01 до 2,52±0,02 ат (или 314,1±1,0 до 

255,3±2,0 кПа) при 50 мкМ пероксинитрита (5 мМ натрий-фосфатный бу-

фер, n=3, р<0,001). Наблюдается также уменьшение крутизны концентра-

ционной кривой гемолиза для эритроцитов после их обработки перокси-

нитритом, что свидетельствует о замедлении кооперативных процессов, 

участвующих в трансформации системы «нативный эритроцит  гемоли-

зированный эритроцит». Механизмами уменьшения пероксинитритом 

кооперативности гемолиза могут быть: (1) уменьшение числа нативных 

AQP вследствие окислительного модифицирования структуры белка пе-

роксинитритом, (2) замедление диффузии AQP вследствие увеличения вяз-

кости липидного бислоя или числа межмолекулярных сшивок в мембране 

и цитоскелете эритроцитов.  

В результате реорганизации структуры мембраны, а также возникно-

вения ионного дисбаланса, вызванных действием пероксинитрита, проис-

ходит уменьшение объема клеток. Например, пероксинитрит в концентра-

ции 300 мкМ  1 мМ вызывает уменьшение объема эритроцитов примерно 

на 10-15 %, что способствует трансформации сфероцитов в суспензии 

эритроцитов в клетки, подобные дискоцитам-нормоцитам. В случае тимо-

цитов пероксинитрит в концентрации 100-300 мкМ вызывает уменьшение 

их объема почти в 2 раза. 

Пероксинитрит-зависимые процессы 

функционирования клеток в норме 

Пероксинитрит-индуцированный синтез АФК/АФА в клетках. С 

помощью методов хемилюминесценции (люминол-, люцигенин-зависимой 

и спонтанной) и люминесценции (с использованием флуоресцентного кра-

сителя) выявлено, что пероксинитрит инициирует зависимый от его кон-

центрации многостадийный синтез АФК/АФА нейтрофилами в нейтраль-

ных и щелочных средах (рисунок 6). 
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На рисунке представлены зависимости скорости синтеза АФК/АФА от времени 

Рисунок 6.  Схема пероксинитрит-индуцированного синтеза АФК/АФА 

нейтрофилами (по данным хемилюминесцентного анализа) 
 

В области концентраций пероксинитрита (1-200 мкМ) выделены две 

основные стадии синтеза АФК/АФА пероксинитрит-активированными 

клетками: стадия быстрого синтеза (большая скорость синтеза), реали-

зующаяся в течение 2-3 мин, и следующая за ней (от 2-3 до 20-40 мин) ста-

дия медленного синтеза (малая скорость синтеза). На основе результатов 

анализа данных хемилюминесценции с использованием ингибиторов раз-

личных систем синтеза АФК/АФА в клетках и сред с различным значени-

ем рН показано, что на стадии быстрого синтеза, в основном, происходит 

активация NADPH-оксидазы, NO-синтазы, циклооксигеназы и липоокси-

геназы нейтрофилов. Основными синтезируемыми формами АФК/АФА в 

этот промежуток времени являются: супероксидный анион-радикал, моно-

оксид азота и продукт их взаимодействия – пероксинитрит. На стадии мед-

ленного синтеза пероксинитрит-активированные нейтрофилы синтезиру-

ют, в основном, АФК/АФА при участии миелопероксидазы с еѐ активаци-

ей пероксидом водорода, нитрит-ионами и/или пероксинитритом. Выявле-

но, что анальгезирующие лекарственные препараты (метамизол натрия и 

диклофенак) непосредственно взаимодействуют с пероксинитритом 

(уменьшая концентрацию пероксинитрита) или с АФК/АФА, что приводит 

к значительному снижению концентрации АФК/АФА, синтезируемых ней-

трофилами в ответ на действие пероксинитрита. Установлено также уча-
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стие в механизмах пероксинитрит-индуцированного синтеза АФК/АФА 

нейтрофилами Ca
2+

-зависимых К
+
-каналов и Na

+
/K

+
/2Cl -котранспортеров 

и стимулирующее действие на синтез окисляющего SH-группы, но не про-

никающего внутрь клетки, агента рСМВ. 
 

 

Интегральная интенсивность свечения суспензии клеток без ( I) 

и в присутствии ( IДТПУ) диэтилентриаминопентауксусной кислоты (500 мкМ) 

рассчитана для временных промежутков 0-1 мин (1), 1-2 мин (2), 2-6 мин (3). 

900 тысяч клеток на мл (рН 7,4), 45 нМ люминола, 160 мкМ пероксинитрита 

 

Рисунок 7.  Влияние катионов кальция на интегральную интенсивность 

люминол-зависимой хемилюминесценции пероксинитрит- 

активированных нейтрофилов 
 

Установлены основные закономерности влияния катионов металлов 

на пероксинитрит-индуцированный синтез АФК/АФА нейтрофилами. По-

казано, что катионы Mn
2+

 (100 мкМ) могут рассматриваться как эффектив-

ные деактиваторы пероксинитрита или активных интермедиатов его реак-

ций с другими молекулами в клеточных системах, что приводит к подав-

лению развития респираторного взрыва в нейтрофилах при активации кле-

ток пероксинитритом. Катионы металлов (Mg
2+

, Fe
2+

, Са
2+

 и Zn
2+

 в концен-

трации 100 мкМ) по степени влияния на пероксинитрит-индуцированный 

синтез АФК/АФА нейтрофилами располагаются в ряд: Mg
2+

, Fe
2+

, Са
2+

, 

Zn
2+

 (для стадий быстрого синтеза АФК/АФА  увеличение, а для стадии 

медленного синтеза  уменьшение). Установлено, что при уменьшении 

концентрации катионов Ca
2+

 ниже 1 мМ имеет место увеличение перокси-

нитрит-индуцированного производства АФК/АФА клетками с максималь-

ным эффектом при концентрации около 250 мкМ (рисунок 7). С учетом 

полученных другими исследователями данных об аналогичных эффектах 

для ионов Mg
2+

 и Zn
2+ 

это открывает возможность для разработки методов 

регуляции катионами металлов пероксинитрит-индуцированного синтеза 

АФК/АФА нейтрофилами.  

Обнаружено, что совместное действие на нейтрофилы соединений, 

являющихся лигандами их поверхностных рецепторов (FPR1 или FCGR), 
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и пероксинитрита ведет к респираторному взрыву, во время которого 

скорость синтеза АФК/АФА многократно превосходит скорость синтеза 

АФК/АФА, индуцированного только одним их этих факторов. При этом 

нейтрофилы, в основном, остаются в активированном состоянии (в со-

стоянии задержанного апоптоза), что способствует продолжению их уча-

стия в воспалительном процессе даже при большой концентрации перок-

синитрита в среде. 

Хемилюминесцентными и флуоресцентными методами выявлено, 

что эритроциты в ответ на действие пероксинитрита или реагентов 

NO2 /H2O2 в миллимолярных концентрациях в нейтральных средах синте-

зируют АФК, в основном, при участии гемоглобина в течение длительного 

промежутка времени (до 10-20 мин).  

Определено, что производство АФК/АФА клетками крови в ответ на 

действие пероксинитрита на цельную кровь зависит от типа клеток, кон-

центрации пероксинитрита и промежутка времени, прошедшего после на-

чала реакции клеток с пероксинитритом. Максимальный выход АФК/АФА 

при стимуляции клеток пероксинитритом (1-200 мкМ) уменьшается в ряду 

клеток: нейтрофилы  лимфоциты  эритроциты. В случае малых концен-

траций пероксинитрита эритроциты являются «ловушками» пероксинит-

рита и других АФК/АФА. 

Пероксинитрит-индуцированные пути гибели клеток. В работе 

установлено, что пероксинитрит может запускать различные программы 

гибели нейтрофилов: апоптоз, некроз и нетоз. Выявлено, что относитель-

ное содержание апоптотических клеток в суспензии нейтрофилов умень-

шается при концентрациях пероксинитрита 1-100 мкМ. При этом происхо-

дит активация клеток. Показано, что пероксинитрит вызывает апоптоз ней-

трофилов в концентрациях выше 100 мкМ и некроз при концентрациях 

500 мкМ и выше. Установлено, что пероксинитрит может запускать нетоз  

программу активной гибели нейтрофилов, в процессе которой они выбра-

сывают в окружающую среду обширную сеть из хроматина и цитозольных 

белков  нейтрофильные внеклеточные ловушки (НВЛ). На рисунке 8 пред-

ставлена схема структурной трансформации пероксинитрит-активированных 

нейтрофилов, включающая четыре выделенных в работе подтипа структу-

ры нейтрофилов и согласующаяся с классическим представлениями о не-

тозе [Brinkmann и Zychlinsky, 2007]. 

При контакте с поверхностью твердого тела пероксинитрит-

активированные нейтрофилы распластываются по ней, их шарообразная 

форма превращается в куполообразную (подтип 1). Активированное со-

стояние нейтрофила характеризуется наличием хорошо выраженных 

структур актинового цитоскелета или гранулированностью поверхности 

(подтипы 2 и 3). Разрыв ядерных мембран присущ состоянию нейтрофила 

перед выбросом НВЛ (подтип 4) и лизисом клетки. 
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Световая микроскопия, окраска по Романовскому, 1000.  

1-4  подтипы нейтрофилов 

Рисунок 8. – Схема структурной трансформации активированных 

нейтрофилов по механизму нетоза  
 

В работе выявлено, что пероксинитрит вызывает истощение эритро-

цитов по АТФ и увеличение активности катионных каналов, реорганизацию 

структуры цитоскелета и плазматической мембраны, а также уменьшение объ-

ема клеток и их кренирование. В опытах по обработке цельной крови человека 

пероксинитритом нами зафиксировано увеличение относительного количества 

эритроцитов с фосфатидилсерином на внешней стороне плазматической мем-

браны (в 1,8 раз). Эти факты свидетельствуют, что пероксинитрит может вы-

зывать эриптоз, механизмы которого включают нарушение водно-ионного го-

меостаза, структуры мембраны и цитоскелета, объема и формы клеток. 

Пероксинитрит-связанные патологические процессы в организме 

Концентрация нитрит- и нитрат-ионов в плазме крови жителей 

Гомельской области при увеличении концентрации онкомаркеров и 

нарушениях кровообращения. Одним из методов оценки производства 
NO и его метаболитов, включая пероксинитрит, в тканях организма явля-
ется измерение концентрации их конечных свободных метаболитов  нит-
рит-/нитрат-ионов (NOx). В работе проведен анализ распределения концен-
трации NOx в плазме крови на примере крови мужчин, проживающих в Доб-
рушском районе Гомельской области, при различных концентрациях онко-
маркеров: простат-специфического антигена (ПСА), ракового антигена 19-9 
(СА 19-9), раково-эмбрионального антигена (РЭА) и альфа-фетопротеина 
(АФП). Исследования проведены с использованием образцов плазмы кро-
ви мужчин старше 40 лет, проходивших профилактическое медицинское 
обследование. Контрольными являлись образцы плазмы крови, в которых 
не выявлено превышения пороговой концентрации онкомаркеров (209 че-
ловек). Опытными являлись образцы плазмы крови (283 человека) с пре-
вышающей пороговую концентрацию одного или двух/трех из онкомарке-
ров (СА 19-9, ПСА, РЭА, АФП). Установлено присутствие в исследуемых 
выборках двух основных групп с отличающейся примерно в 2 раза концен-
трацией NOx: группы с низким (группа 1) и группы с высоким (группа 2) 
значениями концентрации NOx, что обусловлено двумя основными состоя-
ниями иммунной системы и эндотелия человека: состоянием относитель-
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ного покоя и активным состоянием. В контрольной выборке группа с низ-
ким значением NOx (группа 1) составила 90 % ([NOx]=22,7±7,6 мкМ), 
группа с высоким значением NOx (группа 2) составила 10 % 
([NOx]=45,2±7,7 мкМ). При превышении рекомендуемого значения кон-
центрации одного из онкомаркеров (ПСА или РЭА) в крови этих мужчин 
доля группы 2 увеличилась до 40 %. При одновременном превышении 
концентрации двух и более онкомаркеров доля группы 2 возросла до 60-
70 %. В работе также проанализирована концентрация NOx в плазме крови 
пациентов (мужчин и женщин) с диагнозами «ишемическая болезнь серд-
ца» (ИБС, 63 человека) и «преходящие нарушения мозгового кровообра-
щения» (ПНМК, 51 человек), находившихся на стационарном лечении в 
учреждениях здравоохранения г. Гомеля. Установлено, что в случае ИБС и 
ПНМК доля группы пациентов с высокой концентрацией NOx в плазме 
крови (группы 2) составляет 25-45 % и 35-40 % соответственно. 

В ходе исследования установлено, что переход организма человека 
из состояния с низкой концентрацией NOx в состояние с высокой концен-
трацией NOx (переход из группы 1 в группу 2) сопровождается повышени-
ем уровня производства пероксинитрита, что подтверждает выявленная 
отрицательная нелинейная корреляция (R

2
=0,77) между концентрацией 

NOx и активностью СОД в плазме крови. Переход организма из состояния 

с низкой концентрацией NOx в состояние с высокой концентрацией NOx 
сопровождается изменениями в регуляции свертываемости крови и липид-
ного обмена (изменяются концентрации липопротеинов высокой, низкой и 
очень низкой плотности, коэффициент атерогенности и активированное 
частичное тромбопластиновое время) и, соответственно, влияет на риск 
развития атеросклероза. При этом не выявлено связи состояния организма 
с высокой концентрацией NOx в плазме крови и приемом в терапевтиче-
ских дозах нитрат-содержащих лекарственных препаратов, хотя их прием 
изменяет риск развития атеросклероза для людей с высокой концентрацией 
NOx в плазме крови (в группе 2). Проведенный анализ динамики концентра-
ции NOx, маркеров воспаления (интерлейкинов: ИЛ-6 и ИЛ-8, С-реактивного 
белка) и активности СОД в плазме крови пациентов с ПНМК показал его 

эффективность в уточнении диагноза и прогноза заболевания. При сниже-
нии активности СОД в плазме крови после острого нарушения мозгового 
кровообращения, вызванного ишемией ткани мозга, организм в течение 10 су-
ток переходит, как правило, в состояние с повышенной концентрацией NOx 
и маркеров воспаления (ИЛ-6 и С-реактивного белка), что существенно 
увеличивает риск развития инфаркта мозга. 

Структурные и физико-механические свойства опухолевых 

клеток. С помощью АСМ-методов проведена комплексная оценка струк-

турных и физико-механических свойств поверхностного слоя раковых 

клеток (эпителиальных клеток карциномы лѐгкого А549 и карциномы 

гортани HEp-2c), первичных фибробластов кожи и мезенхимальных ство-
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ловых клеток жировой ткани человека. По данным литературы клетки 

линии А549 характеризуются высокой степенью нитрования актина, гли-

церальдегид-3-фосфатдегидрогеназы и альдолазы A даже в отсутствие 

стимулирующего клетки фактора, а клетки HEp-2c  нарушением меха-

низмов регулирования динамики цитоскелета [Aulak, 2004; Pfendt, 2011]. 

Полученные методами АСМ значения микромеханических параметров (Е, 

Fa, Fтр и DF карт латеральных сил) поверхностного слоя и морфологиче-

ские черты клеток исследованных клеток указывают на существенное 

различие в структурном состоянии их кортикального цитоскелета. В ин-

тервале температур испытаний 20-40 С значения вышеуказанных мик-

ромеханических параметров у раковых клеток ниже, чем у фибробластов 

и мезенхимальных стволовых клеток. 

Структурные и физико-механические свойства эритроцитов па-

циентов с сахарным диабетом второго типа и при старении эритроци-

тов in vitro. Пероксинитрит  один из основных участников развития ос-

ложнений сахарного диабета, в том числе и ангиопатий. В работе с по-

мощью АСМ-методов изучены морфология, структура цитоскелета и ло-

кальные физико-механические свойства эритроцитов пациентов с диаг-

нозом «сахарный диабет второго типа» (15 человек, средний возраст 

58,3±7,4 лет) и здоровых доноров без диагноза «сахарный диабет второ-

го типа»: добровольцев старше 50 лет (6 человек, средний возраст 

61,0±6,6 лет) и добровольцев младше 25 лет (3 человека). Эксперимен-

тально выявлено, что для пациентов с сахарным диабетом в сравнении 

со здоровыми донорами характерны: пойкилоцитоз и анизоцитоз эрит-

роцитов, пространственная реорганизация их цитоскелета в виде разре-

жения и сгущения актин-спектриновой сети и значимые изменения их 

локальных физико-механических свойств. Полученные результаты ука-

зывают также на значительную неоднородность популяции эритроцитов 

у этих пациентов, наличие в ней старых, молодых и незрелых форм кле-

ток, что может способствовать развитию осложнений сахарного диабета, 

например, ангиопатии. 

Пероксинитрит как наиболее активный NO метаболит играет важную 

роль в изменении свойств эритроцитов при их старении in vitro. В работе 

проанализированы изменения морфологии, АСМ-параметров и устойчивости 

эритроцитов к осмотическому стрессу при хранении концентрированной 

эритроцитарной суспензии в течение 7 недель при 4 С. В течение уже пер-

вых 3 недель хранения выявлены значительные изменения структуры цито-

скелета эритроцитов, сопровождающиеся изменением морфологии клеток и 

предшествующие существенным изменениям их осмотической резистентно-

сти. Характер изменений физико-механических свойств эритроцитов при их 

старении in vitro подобен характеру изменений этих свойств, имеющему ме-

сто при обработке эритроцитарной суспензии пероксинитритом. 
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АСМ-методология анализа структурных и физико-механических свойств 

поверхностного слоя клеток и диагностики клеточной патологии 

Пероксинитрит изменяет многие свойства клеток, включая их 

структурные и физико-механические свойства. Современным методом 

исследования этих свойств как для поверхности клеток в целом, так и 

для еѐ участков на микро- и наноуровнях является АСМ. Выпуск атом-

но-силовых микроскопов освоен в Республике Беларусь. Совершенство-

вание и адаптация АСМ-методик к условиям исследования структурных 

и физико-механических свойств клеток и тканей – актуальная для био-

физики проблема. Полученные нами при АСМ-исследовании клеток, 

включая пероксинитрит-модифицированные, результаты с учетом ре-

зультатов других исследователей позволяют создать новое в диагности-

ке клеточной патологии и, соответственно, в медицинской диагностике 

направление на основе концепции физико-механического образа по-

верхности клеток (рисунок 9). 

Поверхностный слой клетки, свойства которого можно исследовать с 

помощью АСМ-методов, является слоистым композитным материалом, 

состоящим в клетках крови из трех основных слоев: гликокаликса, плазма-

тической мембраны и кортикальной части цитоскелета. В работе обосно-

вана возможность характеристики физико-механических свойств поверх-

ностного слоя клеток с использованием параметров сил трения, средние 

значения которых (Fтр) на микромасштабных участках поверхности клетки 

рассчитываются как полуразность средних значений латеральных сил, воз-

никающих при взаимодействии острия АСМ-зонда и клеточной поверхно-

сти при прямом и обратном сканировании исследуемых участков. На осно-

ве полученных экспериментальных данных для контрольных клеток, а 

также для клеток, структура которых модифицирована химическими аген-

тами (пероксинитрит, глутаровый альдегид и др.) или нагревом, в том чис-

ле до температуры денатурации белков, установлено, что структурно-

релаксационный переход в области температур 40-60 С, фиксируемый по 

температурным зависимостям Fтр (температура Тg, рисунок 3), является 

физическим переходом в кортикальном цитоскелете, соответствующим 

процессу денатурации его белков.  Сравнительный анализ АСМ-данных 

для клеток и синтетических высокомолекулярных линейных и сетчатых 

аморфных веществ (например, поливинилбутираля) показал, что структур-

но-релаксационное состояние, определяющее характер механического по-

ведения поверхностного слоя клеток, при физиологических температурах 

подобно состоянию синтетических высокомолекулярных веществ ниже их 

температуры структурного стеклования («мягкое стекло»). При этом об-

ласть «расстекловывания» биополимеров (белков цитоскелета) соответст-

вует области их тепловой денатурации. 
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  разность фаз колебаний зонда в полуконтактном режиме сканирования, 

Fтр – сила трения между острием АСМ-зонда и образцом в контактном режиме 

сканирования, E – модуль упругости (модуль Юнга), Fа – сила адгезии, 

G   динамический модуль упругости при сдвиге, G   динамический модуль 

потерь при сдвиге, DF – фрактальная размерность 

Рисунок 9. – Схема создания физико-механического образа поверхности 

клетки с помощью АСМ-методов 
 

Показано, что получаемые с помощью АСМ характеристики поверх-

ностного слоя частично дегидратированных клеток (в мазке), несут информа-

цию о структурном состоянии их кортикального цитоскелета до их дегидрата-

ции (в живой клетке), что позволяет, изучая изменения этих параметров, выяв-

лять протекание деструктивных процессов в структуре цитоскелета, актива-

цию сборки его структур или образование между элементами структуры цито-

скелета дополнительных связей. В работе введены и использованы АСМ-

параметры: отношение диаметра к высоте (D/h) для целых клеток при изуче-

нии процесса их адгезии к твердой поверхности и для структурных элементов 

поверхности при изучении процесса пероксинитрит-индуцированного экзоци-

тоза; фрактальная размерность (DF) карт латеральных сил для оценки распре-

деления структурных и физико-механических свойств поверхности клетки и еѐ 

поверхностного слоя в норме и при патологии. 

Определен набор получаемых в контактном режиме АСМ характери-

стик клеток (Fтр, тр, Tg, DF, Е, Fа) для установления патологических изме-

нений в клетках (например, в эритроцитах при заболеваниях верхних ды-

хательных путей, циррозе печени, сахарном диабете второго типа и их ста-

рении in vitro), включая пероксинитрит-индуцированные изменения струк-

турных и физико-механических свойств поверхностного слоя клеток и раз-

личия этих свойств у раковых и нераковых клеток.  
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ЗАКЛЮЧЕНИЕ 

Основные научные результаты диссертации 

1. Выявлены закономерности и механизмы процессов синтеза 

АФК/АФА клетками крови, модифицированными пероксинитритом и дру-

гими низкомолекулярными нитруюшими пероксисоединениями (NO/
2

O  и 

NO2 /H2O2 с участием гемсодержащих белков). Показано, что пероксинит-

рит активирует многостадийный синтез АФК/АФА нейтрофилами в тече-

ние длительного времени внутри и снаружи клеток, связанный с актива-

цией участвующих в синтезе АФК/АФА ферментов: кратковременное 

(до 2-3 мин) увеличение концентрации АФК/АФА обусловлено актива-

цией NADPH-оксидазы, NO-синтазы, циклооксигеназы и липооксигена-

зы; длительное (до 20-40 мин) увеличение концентрации АФК/АФА свя-

зано с активацией миелопероксидазы. Качественный и количественный 

состав синтезируемых нейтрофилами АФК/АФА в ответ на действие пе-

роксинитрита зависит от концентрации пероксинитрита (0,5 мкМ  1,2 мМ), 

состава среды (рН среды; концентрации катионов металлов, таких как 

Mn
2+

, Zn
2+

, Fe
2+

, Са
2+

, Mg
2+

; ингибиторов систем транспорта ионов) и 

присутствия соединений, избирательно ингибирующих синтезирующие 

АФК/АФА ферменты или перехватывающих АФК/АФА. Выявлено, что 

катионы Mn
2+

, метамизол и диклофенак натрия непосредственно взаи-

модействуют с пероксинитритом или с АФК/АФА, синтезируемыми в 

клетках, что приводит к значительному снижению концентрации 

АФК/АФК, синтезируемых нейтрофилами в ответ на действие перокси-

нитрита. Выявлен эффект взаимного усиления синтеза АФК/АФА ней-

трофилами при их взаимодействии с пероксинитритом и лигандами (хе-

мотаксический агент  фМЛФ и латексные частицы) к их поверхност-

ным рецепторам (FPR1 и FCGR). Установлено, что эритроциты синтези-

руют АФК/АФА в значительных количествах в реакциях гемоглобина с 

пероксинитритом или реагентами NO2 /H2O2 в течение длительного про-

межутка времени (до 10-20 мин). Установлено различие типов клеток 

крови (нейтрофилы, лимфоциты, эритроциты) по их способности к пе-

роксинитрит-индуцируемому синтезу АФК/АФА. При миллимолярных 

концентрациях пероксинитрита основными клетками крови, производя-

щими АФК/АФА, являются эритроциты [1, 2, 5, 32-34, 47, 53, 57, 64, 70, 

71, 74-76, 79, 80, 86, 99, 100]. 

2. Определены закономерности изменения структуры поверхност-

ного слоя, включая особенности его отклика на локальные механические 

воздействия, и морфологии клеток, модифицированных пероксинитри-

том. Показано, что пероксинитрит влияет на степень структурной неод-

нородности мембраны и подмембранного цитоскелета. С изменением 
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концентрации пероксинитрита изменяется фрактальная размерность карт 

распределения значений физико-механических свойств (карт латераль-

ных сил) участков клеточной поверхности, а также параметры структур-

но-релаксационного перехода в поверхностном слое клеток (стеклова-

ния/расстекловывания биомолекул  денатурации белков). В эритроци-

тах пероксинитрит (250 мкМ  1 мМ) вызывает увеличение степени не-

однородности структуры их поверхностного слоя, уширение темпера-

турной области и сдвиг в область более низких температур начала этого 

структурно-релаксационного перехода. При концентрациях пероксинит-

рита (300 мкМ – 2,5 мМ) основным морфологическим признаком изме-

нения формы эритроцитов является кренирование. В лейкоцитах (ней-

трофилах и лимфоцитах/тимоцитах) пероксинитрит влияет на структуру 

и динамику актиновых элементов цитоскелета, определяющих адгезию и 

миграцию клеток, экзоцитоз и фагоцитоз. Пероксинитрит в концентра-

циях ниже 100 мкМ инициирует сборку актиновых цитоскелетных 

структур (ламеллоподий и филоподий), а выше 100 мкМ способствует 

их дезорганизации. Пероксинитрит в концентрациях от 1 до 200-

250 мкМ инициирует, а в области больших концентраций (выше 250-300 мкМ) 

подавляет экзоцитоз внутриклеточных гранул нейтрофилов. Иницииро-

ванный пероксинитритом экзоцитоз является многоэтапным процессом: 

сначала с плазматической мембраной взаимодействуют мелкие гранулы 

нейтрофилов (секреторные пузырьки, специфические и желатиназные 

гранулы), а затем  более крупные (азурофильные) гранулы. Перокси-

нитрит способствует фагоцитозу нейтрофилами мелких частиц (напри-

мер, латексных частиц) и адгезии клеток (нейтрофилов и тимоцитов) к 

поверхности твердого тела (например, к стеклянным пластинам) с мак-

симальным эффектом при 100 мкМ. В концентрациях ниже 100 мкМ пе-

роксинитрит уменьшает, а выше 100 мкМ увеличивает степень неодно-

родности структуры поверхностного слоя тимоцитов [1-3, 7-12, 15, 20-

22, 24, 25, 27, 28, 36, 39, 42, 46-56, 58-60, 83-87, 101, 102]. 

3. Выявлены пути и закономерности изменения водно-ионного го-

меостаза клеток, модифицированных пероксинитритом. Показано, что 

пероксинитрит влияет на транспорт ионов (катионов натрия и калия, 

сульфат-аниона) и молекул воды через клеточные мембраны. Перокси-

нитрит в зависимости от концентрации и типа молекулярной системы 

пассивного транспорта ионов или молекул активирует или ингибирует 

транспортные системы клеток. В эритроцитах в концентрациях 1-200 мкМ 

пероксинитрит увеличивает поток пассивного транспорта катионов ка-

лия и натрия через мембраны в обоих направлениях (внутрь клетки и на-

ружу) и активирует работу К
+
/Clˉ-котранспортера (КСС1), а при боль-

ших концентрациях замедляет транспорт катионов через КСС1, анионов 

через анионный обменник (АЕ1) и молекул воды через аквапорины, но 
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увеличивает Clˉ-независимый поток катионов калия через каналы и де-

фекты мембраны и суммарный поток воды из эритроцитов. Пероксинит-

рит-индуцированный Clˉ-независимый поток катионов калия через мем-

браны эритроцитов уменьшается при наличии в среде катионов цинка и 

ингибитора АТФ-зависимых К
+
-каналов (толбутамида) [1, 6, 14, 15, 18, 

35, 37, 38, 40, 43, 76-78, 81, 82, 84]. 

4. Определены закономерности изменения физико-механических и 

физико-химических свойств клеток, модифицированных пероксинитритом. 

Установлено, что пероксинитрит изменяет не только значения, но и харак-

тер зависимости физико-механических свойств клеток от температуры ис-

пытаний и осмотического давления. Пероксинитрит в концентрациях 10-

100 мкМ вызывает увеличение вязкости крови, обусловленное изменением 

физико-механических свойств лейкоцитов при их активации, а в концен-

трациях выше 1 мМ – обусловленное изменением физико-механических 

свойств эритроцитов. Пероксинитрит уменьшает устойчивость эритроци-

тов к изменению температуры и к изменению осмотического давления. 

Пероксинитрит и реагенты NO2ˉ/H2O2 уменьшают осмотическую устойчи-

вость эритроцитов (структурную устойчивость эритроцитарной системы в 

гипотонических солевых растворах): уменьшают критическое значение 

трансмембранной разности осмотического давления (соответствующее 

значению для 50 % гемолиза), при которой происходит существенное уве-

личение проницаемости клеточных мембран для ионов и молекул воды, и 

расширяют область трансмембранной разности осмотического давления 

для переходного состояния эритроцитарной системы. Пероксинитрит из-

меняет степень неоднородности карт локальных физико-механических па-

раметров поверхности клетки на нано- и микроуровнях. Для эритроцитов 

пероксинитрит (250 мкМ  1 мМ) увеличивает силы трения (между остри-

ем АСМ-зонда и поверхностью клеток) и степень неоднородности их рас-

пределения на участках поверхности клеток. Для тимоцитов после обработ-

ки клеток пероксинитритом в малых концентрациях  (например, 30 мкМ) 

силы трения и степень неоднородности их распределения уменьшаются, а в 

больших концентрациях (например, 300 мкМ) они практически не зависят 

от температуры, а их распределение становится существенно неоднород-

ным. В эритроцитах пероксинитрит в концентрациях 1-500 мкМ вызывает 

деполяризацию мембран, при 500 мкМ  1 мМ  их гиперполяризацию. С 

увеличением концентрации пероксинитрита мембранный потенциал эрит-

роцитов увеличивается в областях 1-250 мкМ и 1-2 мМ и уменьшается в об-

ласти 250 мкМ  1 мМ. Пероксинитрит в концентрациях 10-60 мкМ приво-

дит к существенному закислению цитозоля эритроцитов ( рН=0,2-1,0), а в 

концентрациях выше 250-300 мкМ вызывает значительное рН-зависимое 

истощение эритроцитов по АТФ и практически полное окисление внутри-

клеточного гемоглобина [1, 3, 4, 6, 7, 9-11, 14, 15, 23, 28, 41, 59, 60, 72-79, 89]. 
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5. Выявлены пероксинитрит-индуцированные пути гибели клеток. 

Установлено, что пероксинитрит в зависимости от концентрации и типа 

клеток запускает различные программы их гибели. В нейтрофилах перок-

синитрит запускает апоптоз, некроз и характерную для нейтрофилов про-

грамму гибели – нетоз (в концентрациях, стимулирующих респираторный 

взрыв, 1-200 мкМ). В эритроцитах пероксинитрит запускает эриптоз, ме-

ханизмы которого включают нарушение ионного и водного гомеостаза 

клетки, структуры мембраны и цитоскелета, объема и формы эритроцитов 

[1, 2, 15, 21, 47, 86]. 

6. Экспериментально подтверждено, что организм человека может 

находиться в двух состояниях, существенно различающихся (почти в два 

раза) скоростью синтеза NO (оцениваемого по концентрации нитрит- и 

нитрат-ионов в плазме крови) и соответствующих состоянию относитель-

ного покоя и активированного состояния клеток иммунной системы и эн-

дотелия. Активированное состояние клеток иммунной системы и эндоте-

лия характеризуется высоким уровнем производства пероксинитрита, о 

чѐм свидетельствует большая концентрация нитрит- и нитрат-ионов и низ-

кий уровень активности фермента СОД в плазме крови. При изучении вы-

борок жителей Гомельской области (мужчин и женщин) установлено, что 

вероятность нахождения клеток иммунной системы и эндотелия человека в 

активированном состоянии в сравнении с контрольной популяцией (10 %) 

увеличивается при ишемической болезни сердца (до 25-45 %), преходящих 

нарушениях мозгового кровообращения (до 35-40 %) и с увеличением в 

плазме крови концентрации онкомаркеров: одного онкомаркера (ПСА или 

РЭА) до 40 % и двух онкомаркеров (ПСА, РЭА, СА-19-9, АФП) до 60-70 %. 

Переход клеток иммунной системы и эндотелия человека в активирован-

ное состояние сопровождается изменениями в регуляции свертываемости 

крови и липидного обмена и изменениями в метаболизме ПСА. Совмест-

ное определение концентрации нитрит- и нитрат-ионов и маркеров воспа-

ления в плазме крови пациентов с преходящими нарушениями мозгового 

кровообращения позволяет улучшить диагностику и прогноз заболевания 

[29, 31, 63, 67, 93, 103]. 

7. Выявлены изменения структурных и физико-механических 

свойств клеток при пероксинитрит-связанных патологиях организма (на-

пример, при онкологической патологии, сахарном диабете второго типа и 

старении). Установлено различие физико-механических свойств раковых 

эпителиальных клеток линий А549 и HЕp-2c, мезенхимальных стволовых 

клеток жировой ткани и первичных фибробластов кожи человека. Раковые 

и нераковые клетки различаются средними локальными модулями упруго-

сти, силами адгезии, силами трения и значениями фрактальной размерно-

сти карт латеральных сил. Для пациентов с сахарным диабетом второго 

типа характерен полиморфизм эритроцитов (пойкилоцитоз и анизоцитоз) и 
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существенная неоднородность карт физико-механических свойств поверх-

ностного слоя эритроцитов (например, латеральных сил и модуля упруго-

сти). При хранении эритроцитарной массы (старении клеток in vitro) уже в 

течение трех недель наблюдаются существенные изменения параметров 

структурных и физико-механических свойств поверхностного слоя клеток, 

предшествующих изменениям их устойчивости к осмотическому стрессу 

[1, 3, 16, 26, 30, 44, 62, 65, 66, 68, 69, 92]. 

8.  На основе результатов АСМ-анализа описаны структуры и опре-

делены количественные параметры пероксинитрит-кренированных форм 

эритроцитов, а также форм нейтрофилов незадолго до их гибели путем 

нетоза. Предложена структурная классификация (четыре основных под-

типа) и схема структурной трансформации активированных пероксинит-

ритом нейтрофилов при их взаимодействии с поверхностью; определены 

классификационные АСМ-параметры, характеризующие форму, структу-

ру и степень активации нейтрофилов (отношение диаметра адгезирован-

ной клетки к еѐ высоте; средние размеры и распределение гранул нейтро-

филов на поверхности клеток, фрактальная размерность карт латеральных 

сил). Показана возможность использования методов подготовки клеток, 

включающих высушивание без и с предварительной химической фикса-

цией клеточных структур, для изучения их геометрических и физико-

механических свойств с помощью АСМ. Экспериментально показано, что 

при АСМ-исследованиях клеток в широком интервале температур основ-

ное влияние на значения АСМ-параметров и на их температурные изме-

нения оказывают свойства поверхностного слоя клетки, обусловленные 

структурно-релаксационным состоянием входящих в его состав биополи-

меров (в основном, белков кортикального цитоскелета). Полученные тем-

пературные зависимости физико-механических свойств поверхности кле-

ток обосновывают гипотезу о том, что структурно-релаксационное со-

стояние, определяющее характер механического поведения поверхност-

ного слоя клетки, при физиологических температурах подобно состоянию 

синтетических высокомолекулярных аморфных веществ, находящихся 

ниже их температуры структурного стеклования [1, 2, 3, 8, 15, 19, 20, 23, 

25, 28, 39, 42, 45-47, 54, 55, 58-62, 83-91, 101]. 

9.  Разработаны новые биофизические методы исследования: АСМ-

методика исследования структуры подмембранного цитоскелета эритро-

цитов, позволяющая визуализировать и количественно оценить эту струк-

туру с помощью фрактальной размерности карт латеральных сил (сил 

трения  боковых отклонений зонда-индентора атомно-силового микро-

скопа в процессе сканирования поверхности в контактном режиме) [94]; 

АСМ-методика оценки температур релаксационных переходов вещества, 

включая полимеры в составе поверхностного слоя клеток, с помощью 

термокарт латеральных сил [96]; способы подготовки нано- и микрораз-
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мерных частиц для их исследования с помощью силовой спектроскопии 

[95]; способ определения патологии клеток, основанный на сравнитель-

ном анализе температурных зависимостей параметров латеральных сил, 

получаемых при прямом и обратном направлениях АСМ-сканирования 

тестируемых и эталонных (контрольных) клеток [97]. Разработаны теоре-

тико-эксперименталь-ные основы нового направления клеточной диагно-

стики патологий организма с использованием физико-механического об-

раза поверхности клетки, определяемого набором АСМ-параметров (гео-

метрических, упругих, адгезионных, фрикционных и др.) [11, 13, 17, 26, 

28, 30, 62, 97, 98]. 

Рекомендации по практическому использованию результатов 

Полученные научные результаты могут быть использованы для 

дальнейшего развития механики, физики, химии и физиологии клеток, 

уточнения роли АФК/АФА в функционировании живых организмов; для 

разработки новых мультифункциональных моделей АСМ-приборов для 

диагностики патологий организма на клеточном уровне; в учебном про-

цессе вузов медико-биологического профиля.  

Результаты работы являются теоретической базой для разработки 

новых методов терапии, основанных на регулировании активности клеток 

иммунной системы человека пероксинитритом, являющимся одновре-

менно и продуктом, синтезируемым активированными клетками, и регу-

лирующим их свойства фактором. Показано, что качественный и количе-

ственный состав синтезируемых пероксинитрит-активированными ней-

трофилами АФК/АФА, как динамическая характеристика популяции кле-

ток, может быть целенаправленно изменен с помощью применения аген-

тов, деактивирующих пероксинитрит, превращающих его в неактивные 

по отношению к биомолекулам соединения, а также ингибирующих ак-

тивность АФК/АФА синтезирующих ферментов или ионов металлов. 

Предложен и обоснован новый подход к улучшению прогностиче-

ской значимости диагностики ряда заболеваний (онкологической пато-

логии и ишемической патологии сердца и мозга), основанный на совме-

стном анализе содержания нитрит-/нитрат-ионов (как конечных метабо-

литов NO и пероксинитрита) и других биохимических маркеров патоло-

гического процесса (онкомаркеров или маркеров воспаления)  в плазме 

крови человека [103]. 

Предложен новый метод диагностики заболеваний организма на кле-

точном уровне и повышения эффективности терапевтических мероприя-

тий, основанный на концепции полученного методами АСМ физико-

механического образа клеточной поверхности, включающего набор еѐ фи-

зико-механических характеристик (Fтр, тр, Тg, DF, Е, Fа) [94-97]. 
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Результаты исследования будут способствовать более широкому 

освоению в научных лабораториях и клиниках АСМ – нового перспек-

тивного метода анализа свойств клеток и тканей на микро- и наномас-

штабном уровнях, расширению производства приборов этого класса. Раз-

работано «Руководство по использованию атомно-силовой микроскопии в 

медико-биологических исследованиях» как приложение к руководству 

пользователя для выпускаемого ОДО «Микротестмашины» (Беларусь) 

атомно-силового микроскопа НТ-206, которое внедрено в научных лабо-

раториях Гродненского филиала «Научно-исследовательский центр про-

блем ресурсосбережения» ГНУ «Институт тепло- и массообмена имени 

А. В. Лыкова НАН Беларуси» и УО «Гомельский государственный меди-

цинский университет». Результаты исследований включены в материалы 

учебных курсов «Медицинская и биологическая физика» и «Биологиче-

ская химия» УО «Гомельский государственный медицинский универси-

тет» и «Белорусский государственный медицинский университет». Полу-

чено 4 патента Республики Беларусь на изобретения и 10 актов о внедре-

нии результатов. Министерством здравоохранения Республики Беларусь 

утверждена инструкция по применению № 153-1115 «Метод оценки рис-

ка инфаркта мозга» (2015 г.). 
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РЭЗЮМЕ 

Старадубцава Марыя Мiкалаеўна 

Бiяфiзiчныя механiзмы дзеяння пероксiнiтрыту ў клетках крывi  
 

Ключавыя словы: пероксінітрыт, пероксаазоцістая кіслата, актыў-

ныя формы кіслароду і азоту (АФК/АФА), біяфізіка клеткі, фізіка-механіч-

ныя ўласцівасці, атамна-сілавая мікраскапія (АСМ). 

Мэта даследавання: устанаўленне асноўных біяфізічных заканамер-

насцей і механізмаў пероксінітрыт-індуцыраваных змяненняў структуры і 

ўласцівасцей клетак на ўзроўні элементаў клеткі і клеткі ў цэлым, а такса-

ма выяўленне фактараў, вызначаючых рэгулюючае і таксічнае дзеянне 

пероксінітрыту ў клетках.  

Метады даследавання: комплекс фізіка-механічных (у тым ліку 

АСМ), біяфізічных і біяхімічных метадаў аналізу.  

Атрыманыя вынiкi i iх навiзна. 

Эксперыментальна абгрунтавана роля пероксінітрыту як прыроднага 
рэгулятара функцый клетак. Выяўлены заканамернасці сінтэзу АФК/АФА 

клеткамі крывi, абумоўленага пероксінітрытам і іншымі нітруючымі 
злучэннямi. Выяўлены заканамернасці і механізмы пероксінітрыт-індуцы-

раваных змяненняў іоннага гомеастазу клетак, дынамікі цыташкілета, рэа-
лагічных і фізіка-хімічных параметраў клетак; заканамернасці пероксі-

нітрыт-індуцыраваных шляхоў гібелі клетак. Ацэнена імавернасць знахо-
джання арганiзма чалавека ў станах з нізкай або з высокай канцэнтрацыямі 

нітрыт-/нітрат-іонаў (NOx) у плазме крыві пры парушэннях мiкрацыр-
куляцыi крывi i павышэннi ў плазме крывi канцэнтрацыi аднаго обо 

некалькiх онкамаркераў. Метадамі АСМ вызначаны асноўныя фізіка-меха-
нічныя параметры паверхневага слоя клетак, у тым ліку мадыфікаваных 

пероксінітрытам, i паказана, што структурна-рэлаксацыйны стан, які вызначае 
характар механічных паводзін паверхневага слоя клеткі, пры фізіялагічных 

тэмпературах падобны шклопадобнаму стану сінтэтычных высакамалеку-
лярных аморфных рэчываў. Распрацаваны тэарэтыка-эксперыментальныя 

асновы клетачнай дыягностыкі паталогіі арганізма на базе фізіка-механіч-
нага вобраза паверхні клетак, вызначанага наборам АСМ-параметраў. 
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Рэкамендацыі па выкарыстанні. Атрыманыя вынiкi з’яўляюцца 

тэарэтычнай базай для распрацоўкі новых метадаў карэкцыі імунітэту чалавека 

праз рэгуляванне пероксінітрытам актыўнасці клетак імуннай сістэмы; для 

павелічэння прагнастычнай значнасці дыягностыкі анкалагічнай і сасудзістай 

паталогій пры аналізе дынамікі колькасці NOx ў плазме крыві, для АСМ-

дыягностыкі шэрага захворванняў на клетачным узроўні; для ўдасканальвання і 

клінічнага асваення АСМ. Атрыманыя рэзультаты выкарыстоўваюцца ў шэрагу 

навуковых, вучэбных і вытворчых арганiзацый Беларусі. 

Вобласці выкарыстання: бiяфiзiка, бiяхiмiя, медыцына, фармакалогiя, 

адукацыя. 

РЕЗЮМЕ 

Стародубцева Мария Николаевна 

Биофизические механизмы действия пероксинитрита в клетках крови 
 

Ключевые слова: пероксинитрит, пероксоазотистая кислота, актив-
ные формы кислорода и азота (АФК/АФА), биофизика клетки, физико-
механические свойства клеток, атомно-силовая микроскопия (АСМ).  

Цель работы: установление основных биофизических закономерно-
стей и механизмов пероксинитрит-индуцированных изменений структуры 
и свойств клеток крови на уровне клеточных элементов и клетки в целом, а 
также выявление факторов, определяющих регуляторное и токсическое 
действие пероксинитрита в клетках.  

Методы исследования: комплекс физико-механических (включая 
АСМ), биофизических и биохимических методов анализа. 

Полученные результаты и их новизна. Экспериментально обоснована 
роль пероксинитрита как природного регулятора функций клеток. Установлены 
закономерности синтеза АФК/АФА клетками крови, вызванного пероксинитри-
том и другими нитрующими соединениями. Определены закономерности и ме-
ханизмы пероксинитрит-индуцированных изменений ионного гомеостаза кле-
ток, динамики цитоскелета, реологических и физико-химических параметров 
клеток; закономерности пероксинитрит-индуцированных путей гибели клеток. 
Оценена вероятность нахождения организма человека в состояниях с низкой 
или с высокой концентрациями нитрит-/нитрат-ионов (NOx) в плазме крови при 
нарушениях микроциркуляции крови и повышении в плазме крови концентра-
ции одного или нескольких онкомаркеров. Методами АСМ определены основ-
ные физико-механические параметры поверхностного слоя клеток, в том числе 
модифицированных пероксинитритом, и показано, что структурно-релакса-
ционное состояние, определяющее характер механического поведения поверх-
ностного слоя клетки, при физиологических температурах подобно стеклооб-
разному состоянию синтетических высокомолекулярных аморфных веществ. 
Разработаны теоретико-экспериментальные основы клеточной диагностики па-
тологии организма на базе физико-механического образа поверхности клеток, 
определяемого набором АСМ-параметров.  
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Рекомендации по использованию. Полученные результаты являют-
ся теоретической базой для разработки новых методов коррекции иммуни-
тета человека посредством регулирования пероксинитритом активности 
клеток иммунной системы; для увеличения прогностической значимости 
диагностики онкологической и сосудистой патологий при анализе динами-
ки содержания NOx в плазме крови, для АСМ-диагностики ряда заболева-
ний на клеточном уровне; для совершенствования и клинического освое-
ния АСМ. Полученные результаты используются в ряде научных, учебных 
и производственных организаций Беларуси.  

Области применения: биофизика, биохимия, медицина, фармаколо-
гия, образование. 

SUMMARY 

Starodubtseva Maria Nikolaevna 

Biophysical mechanisms of the effects of peroxynitrite in blood cells 

 

Keywords: peroxynitrite, peroxynitrous acid, reactive oxygen and nitro-

gen species (ROS/RNS), cell biophysics, physical-mechanical properties of 

cells, atomic force microscopy (AFM). 

Aim of the study: to establish the basic biophysical regularities and me-

chanisms of peroxynitrite-induced changes in the structure and properties of 

cells at the level of cell elements as well as the whole cell, and reveal the factors 

that specify the regulatory and toxic effects of peroxynitrite in cells.  

Methods of research: complex of physical-mechanical (including AFM), 

biophysical and biochemical methods of analysis. 

Results and their novelty. The role of peroxynitrite as a natural regulator 

of cell functions has been experimentally substantiated. Regularities of blood 

cell ROS/RNS synthesis induced by peroxynitrite and other nitrating compounds 

were established. Patterns and mechanisms of peroxynitrite-induced changes in 

cell ionic homeostasis, cytoskeleton behavior, and cell rheological and physical-

chemical parameters as well as peroxynitrite-induced pathways of cell death were 

revealed. Probability of finding of the human organism in a state either with low or 

with high concentrations of nitrite/nitrate ions (NOx) in blood plasma was estimated 

in cases of blood microcirculatory disturbances and high plasma concentration of 

one or some tumor markers. For cells, including peroxynitrite-modified cells, the 

basic physical-mechanical parameters of their surface layers were determined using 

AFM methods. Experimental evidence that the structure-relaxation state determin-

ing the mechanical behavior of the cell surface layer (in the physiological tempera-

ture range) was similar to a glassy state of synthetic high-molecular amorphous 

substances was provided. The theoretic-experimental grounds of the diagnostics of 

organism pathology at the cellular level by using the cell surface physical-

mechanical image based on the set of AFM parameters were developed. 
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Recommendations for application. The results of the work are the theo-

retical basis for the development of new methods of human immunity correction 

based on immune cell activity regulation with peroxynitrite; for improving the pre-

dictive value of the oncological and vascular pathologies diagnostics based on the 

analysis of blood plasma NOx concentration dynamics; for the AFM-based diagnos-

tics of a number of human diseases at the cellular level; for the upgrading and clinic 

mastering of AFM. The obtained results are used in research, education and pro-

duction processes of a number of Belarusian organizations. 

Fields of application: biophysics, biochemistry, medicine, pharmacolo-

gy, education. 
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