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Исследования проточной цитометрии используются для выявления и количественного 
определения иммунных клеток и характеристики гематологических злокачественных 
новообразований. Анализ данных трех-четырех параметрической иммунофлуоресценции не 
вызывает затруднений, но он усложняется при исследовании увеличивающегося количества 
клеточных маркеров, что увеличивает вариабельность и приводит к проблемам 
воспроизводимости. 

В данной работе был усовершенствован подход к многопараметрическому 
типированию T- клеток периферической крови, применены подходы машинного обучения, 
разработаны этапы проверки качества сырых данных цитофлуориметрии, на примере 
обработки данных цитометрии крови когорт здоровых доноров и онкологических больных 
показана перспективность данного метода для диагностики. 
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Кальций-проницаемые AMPA-рецепторы (CP-AMPA-рецепторы) играют важную роль 

в синаптической пластичности, нейро- и синаптогенезе. Основной проблемой при изучении 
функций CP-AMPA-рецепторов является методическая трудность в идентификации нейронов 
их экспрессирующих. 

Для этих целей, как правило, применяется иммуногистохимическое окрашивание с 
использованием антител к GluA1 и GluA2 субъединицам или электрофизиологические методы 
исследований (определение вольт-амперных характеристик при активации ионотропных 
глутаматных рецепторов), однако оба этих подхода имеют ряд недостатков. 
Электрофизиологические методы дают информацию о наличии CP-AMPA-рецепторов в 
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единичном нейроне, тогда как шанс обнаружения такого нейрона невелик. В свою очередь 
иммуногистохимическое окрашивание позволяет делать вывод о содержании CP-AMPA-
рецепторов в больших популяциях нейронов, тем не менее этот метод позволяет производить 
оценку лишь в фиксированных препаратах. Более того, так как кальций-проницаемыми могут 
быть не только рецепторы, не содержащие GluA2-субъединицу, но также и рецепторы, 
содержащие нередактированную в Q/R сайте GluA2 субъединицу (GluA2(Q)), которую 
невозможно отличить от редактированной GluA2 субъединицы (GluA2(R)) при использовании 
антител. 

Нами был предложен метод витальной идентификации нейронов, содержащих CP-
AMPA-рецепторы, в основе которого лежит оценка динамики изменения внутриклеточной 
концентрации Ca2+ ([Ca2+]i) в ответ на аппликацию селективных агонистов AMPA-рецепторов 
в присутствии определённого набора антагонистов ионотропных рецепторов глутамата и 
блокаторов потенциал-зависимых кальциевых каналов. В качестве объекта исследований 
использовались смешанные нейроглиальные культуры гиппокампа новорождённых крыс 
линии Sprague-Dawley. Используя описанный подход в сочетании с иммуноцитохимическим 
окрашиванием, электрофизиологическими измерениями и микрофлуориметрическими 
измерениями различных физиологических параметров клеток (внутриклеточный pH, 
изменения внутриклеточной концентрации Na+, потенциал мембраны митохондрий) мы 
изучили молекулярные и биофизические особенности нейронов, содержащих CP-AMPA-
рецепторы, охарактеризовали их устойчивость в моделях различных патологий, включая 
индуцированную эпилептиформную активность и глутаматную эксайтотоксичность. 
Предложенный нами подход к визуализации нейронов, содержащих CP-AMPA-рецепторы, 
позволяет преодолеть ряд ограничений, накладываемых традиционно используемыми для 
этих целей методами. 

Работа выполнена в рамках государственного задания ИБК РАН (регистрационный 
номер ЦИТиС АААА-А20-120101390067-0). 
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Флуоресцентные белки являются популярным инструментом для визуализации и 

детального понимания различных структур и процессов в живых клетках с высоким 
пространственным и временным разрешением. Наиболее часто для этого используются GFP-
подобные белки, однако одним из их основных недостатков, который не может быть устранен 
генетическими модификациями, является обязательное требование к наличию молекулярного 
кислорода для созревания хромофора. В качестве альтернативы GFP-подобным белкам 
разрабатывается новый класс флавин-связывающих флуоресцентных белков (FbFP), 
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