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В статье представлен материал, отражающий опыт исследования фундаментальных аспектов развития морфо�
функциональных изменений миокарда при формировании сердечной недостаточности (СН). Приведены резуль�
таты электрофизиологических и биохимических, генетических и морфологических исследований, выполнен�
ных на биологическом материале как лабораторных животных с моделированием сердечно�сосудистых патоло�
гий, так и больных ишемической болезнью сердца (ИБС), поступивших в клинику НИИ кардиологии (Томск). На
примере представленных данных показана сопряженность морфофункциональных и биохимических измене�
ний кардиомиоцитов в процессе ремоделирования патологического миокарда. Отмечена возможная связь этих
изменений с генетическим полиморфизмом.
Ключевые слова: сердечная недостаточность, сахарный диабет, электромеханическое сопряжение, Са2+�АТФ�аза
СПР, скорость поглощения кислорода, I/D полиморфизма гена ACE, бесклеточный матрикс сосудов.

The article presents material of studying the fundamental aspects of morphological and functional changes of the
myocardium in heart failure (HF). Authors describe results of electrophysiological, biochemical, genetic, and morphological
studies performed by using material from the laboratory animals with modeling of cardiovascular pathologies and from
patients with ischemic heart disease (IHD) admitted to clinic of RI Cardiology (Tomsk). Based on presented data, the
associations of morphological, functional, and biochemical changes in the cardiomyocytes in the process of pathological
remodeling of the myocardium are shown. Data suggest the possible association of these changes with genetic
polymorphism.
Key words: heart failure, diabetes mellitus, electromechanical coupling, sarcoplasmic Ca2+ �ATPase, oxygen absorption
rate, I/D polymorphism of ACE gene, acellular vascular matrix.

витие метаболических расстройств и способствует зна�
чительному угнетению контрактильных возможностей
миокарда при ИБС [16, 19, 20].

Показано, что патогенез хронических сердечно�со�
судистых заболеваний и тяжесть их течения определя�
ются сочетанием многих факторов, в том числе геноти�
пом пациента. Одним из генов, полиморфные варианты
которого могут быть предикторами сердечно�сосудистых
заболеваний (ССЗ), является ген ангиотензинпревраща�
ющего фермента – АСЕ [13, 17].

Среди результатов экспериментальных и клиничес�
ких исследований можно встретить часто противореча�
щие друг другу данные о сопряженности метаболичес�
ких и функциональных изменений миокарда [5, 14]. Час�
то это связано с вынужденным сопоставлением литера�
турных данных, полученных на разных объектах и в раз�
ных условиях [15, 21]. В рамках нашей лаборатории пред�
принята попытка избежать методологического несоот�
ветствия биохимических и функциональных исследова�
ний.

Введение

Хорошо известно, что СН ишемического генеза явля�
ется результатом ремоделирования миокарда, сопровож�
дающегося внутриклеточными модификациями, влияю�
щими на метаболизм и структурную организацию кар�
диомиоцитов [18, 20]. Эти изменения вызывают рассог�
ласование процессов электромеханического сопряжения
кардиомиоцитов и, как следствие, формирование сокра�
тительной дисфункции [22].

Важным фактором, усугубляющим нарушения функ�
циональной состоятельности миокарда, считается разви�
тие “метаболической ишемии”. Возникновение этого со�
стояния характеризуется увеличением потребности ми�
окарда в кислороде и нарастанием кислородного и энер�
гетического дефицита [5, 10]. Нарушение энергетическо�
го обмена является триггером при формировании функ�
циональных и структурных изменений миокарда.

В настоящее время наблюдается увеличение частоты
встречаемости сочетанного развития двух и более хро�
нических патологий, в том числе ИБС и сахарного диа�
бета (СД). При этом СД вносит существенный вклад в раз�
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Материал и методы

Электрофизиологические исследования выполнялись
с использованием папиллярных мышц сердца крыс или
мышечных полосок из биопсийного материала сердца
пациентов, которым выполняли хирургические операции
на открытом сердце с использованием техники искусст�
венного кровообращения. Сократительную активность
изолированных мышц оценивали в изометрическом ре�
жиме, используя датчик Force transducer KG�Series
(Scientific Instruments GmbH, Германия). Для оценки фун�
кциональной состоятельности механизмов, участвующих
в электромеханическом сопряжении кардиомиоцитов,
использовались нагрузочные тесты, основанные на из�
менении режима электрической стимуляции изолирован�
ных мышц [2, 9].

Определение уровня экспрессии Са2+�АТФ�азы саркоп�
лазматического ретикулума (СПР) проводили методом
иммуноблоттинга. Электрофорез проводили в камере
Mini�PROTEAN® II (BioRad, США). Перенос белков из геля
на нитроцеллюлозную мембрану (Sigma) осуществляли
методом полусухого электроблоттинга при 60V с после�
дующей инкубацией с первичными моноклональными
антителами, специфичными к белку SERCA2a (Sigma).
Визуализацию результатов проводили методом колори�
метрической детекции, используя BCIP/NBT (Sigma). Ко�
личество общего белка в образце определяли на спект�
рофотометре (NanoVueTM UV/Visible, Thermo Fisher
Scientific) [8].

Определение скорости потребления кислорода изо�
лированными кардиомиоцитами и митохондриями про�
водили в термостабилизированной ячейке полярографи�
ческим методом, используя электрод Кларка [6]. Для ин�
кубации кардиомиоцитов и митохондрий использовали
раствор Кребс–Хенселяйта с добавлением 2 мМ CaCl

2
.

Для определения генетических полиморфизмов ис�
пользовали образцы крови, взятые из локтевой вены в
вакутейнер с ЭДТА. Геномную ДНК выделяли с помощью
коммерческого набора Wizard Genomic DNA Purification
Kit (Promega, USA) по протоколу производителя. Анализ
I/D полиморфизма гена ACE проводился с помощью по�
лимеразной цепной реакции (ПЦР) с использованием
доступного коммерческого набора “SNP�express” (Cat.
№ 01272, Lytech Company, Москва, Россия). Полиморфизм
Т�786С гена ENOS определяли методом аллель�специфич�
ной ПЦР с использованием коммерческого набора
“SNP�express” (Cat. № 01182, Lytech Company, Москва, Рос�
сия). Амплификацию осуществляли на T100 Thermal
Cycler (Bio�Rad Laboratories). Разделение продуктов ПЦР
осуществляли методом электрофореза в 3%�м агарозном
геле с бромидом этидия. Детекцию проводили на УФ�
трансиллюминаторе Gel Doc 2000 TM (Bio�Rad
Laboratories) с использованием программного обеспече�
ния Quantity One [12].

При выполнении исследований сотрудники лабора�
тории используют собственные или усовершенствован�
ные варианты уже известных методик [1, 3, 4, 6, 7].

Результаты

В настоящее время показано, что ишемические воз�
действия на миокард и СД приводят к развитию специ�
фических расстройств метаболизма кардиомиоцитов. В
первую очередь это относится к нарушению энергети�
ческого обмена, которое является триггером при фор�
мировании функциональных и структурных изменений
миокарда. На уровне кардиомиоцитов это проявляется в
перестройке работы ион�транспортирующих систем и,
как следствие, развитии сократительной дисфункции.

Нами рассмотрено 4 группы животных: интактные,
животные с монопатологиями – экспериментальным
постинфарктным кардиосклерозом (ПИКС) и СД (разви�
вающимся в результате введения стрептозотацина), а так�
же группа животных с сочетанной патологией. Результа�
ты электрофизиологических исследований представле�
ны на рисунке 1. В условиях ПИКС при малых длитель�
ностях экстрасистолических интервалов мы регистриро�
вали слабо выраженную потенциацию инотропного от�
вета (по сравнению с интактными животными). При СД
этот показатель оказался значимо выше, а при сочетан�
ной патологии результаты были еще ближе к показате�
лям интактных животных.

При выполнении теста с задержкой электрических
импульсов для миокарда животных с ПИКС была получе�

Рис. 1. Постэкстрасистолическое сокращение (А) и тест�паузы
(Б) при исследовании интактного и ремоделированного мио�
карда крыс: * – р<0,01 достоверность различий по сравнению
с контролем; # – р<0,01 достоверность различий по сравне�
нию с ПИКС

А

Б
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Рис. 2. Уровень Ca2+�АТФ�азы и рианодиновых рецепторов в
миокарде крыс: * – р<0,01 достоверность различий по сравне�
нию с контролем; # – р<0,01 достоверность различий по срав�
нению с ПИКС

А

Б

Рис. 3. Тест�паузы на мышечных полосках миокарда пациен�
тов: А – I тип реакции; Б – II тип реакции; * – p<0,05 достовер�
ность различий между группами

Рис. 4. Уровень Са2+�АТФ�азы СР в миокарде пациентов с СН на
фоне и без СД 2�го типа: # – p<0,01 – достоверность различий
между группами, * – p<0,01 – достоверность различий между I
и II типом

на отрицательная динамика изменения амплитуды сокра�
щений, что указывает на неспособность ион�транспор�
тирующих систем СПР обеспечить достаточный пул каль�
ция. У животных с СД мы получили принципиально иной
результат, который сохранялся и при сочетанной пато�
логии.

Сопоставляя полученные результаты, видно, что ин�
дукция диабета на фоне формирования постинфарктно�

го ремоделирования сердца способствует сохранению в
кардиомиоцитах функциональной активности систем
ионного транспорта, отвечающих за работу СПР как внут�
риклеточного депо Са2+. К таким системам в первую оче�
редь относят Са2+�АТФ�азу и рианодиновые рецепторы
СПР.

Действительно, в нашем случае определение содер�
жания Са2+�АТФ�аза и рианодиновых рецепторов (про�
веденное в тех же образцах миокарда) выявило сходные
результаты с инотропной реакцией миокарда (рис. 2).
Наибольшее содержание этих белков наблюдалось в груп�
пе именно с сочетанной патологией. Эти результаты под�
тверждают, что в кардиомиоцитах животных с сочетан�
ной патологией кальций�аккумулирующая способность
СПР сохраняется в большей степени.

Известно, что экспериментальные модели патологий
не всегда полно отражают реальные заболевания. Поэто�
му мы предприняли попытку проведения аналогичных
исследований на миокарде пациентов с СН, развившейся
вследствие ИБС, а также ИБС, ассоциированной с СД. Те�
стовое воздействие на изолированные трабекулы пока�
зало, что вне зависимости от группы больных реакция
патологического миокарда человека на тест�паузы может
быть 2 типов (рис. 3). I тип инотропной реакции мышц
характеризовался тем, что амплитуда сокращений либо
оставалась на уровне базовых значений (характерно для
миокарда пациентов с ИБС), либо (при сочетанной пато�
логии) превышала базовые значения. При II типе инот�
ропной реакции амплитуда сокращений значительно уг�
неталась.

Такое расщепление эффектов, видимо, отражает раз�
ный путь ремоделирования кардиомиоцитов. При этом в
одном случае перестройка внутриклеточного метаболиз�
ма позволяет восстановить и поддерживать функциональ�
ную активность кальций�транспортирующих систем СПР,
а в другом случае – нет. Действительно, при определении
уровня Са�АТФ�азы СПР мы обнаружили разделение ис�
следуемых групп пациентов на подгруппы. Уровень Са�
АТФазы СПР соответствовал инотропной реакции мио�
карда (рис. 4). Вполне вероятно, что определенный уро�
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А Б

Рис. 5. Скорость потребления кислорода в миокарде крыс (А) и человека (Б): для рисунка А: * – р<0,05, ** – р<0,01, *** – р<0,001 –
достоверность различия по сравнению с контролем, # – р<0,01 – достоверность различия по сравнению с группой животных с
сочетанной патологией; для рисунка Б: * – p<0,01 – достоверность различий между группами

вень экспрессии Са�АТФ�азы СПР может быть предопре�
делен соответствующим генетическим полиморфизмом.

Хорошо известно, что в кардиомиоцитах кальциевый
насос СПР, после миофибрилл, является основным потре�
бителем энергии макроэргов. Следовательно, эффектив�
ность работы СПР определяется не только наличием
Са2+�АТФ�азы но и ее энергетическим обеспечением. По
нашим данным (рис. 5), для животных с сочетанной па�
тологией было характерно сохранение высокой интен�
сивности дыхания митохондрий и, следовательно, про�
цессы окислительного фосфорилирования. При работе
с биопсийным материалом мы тоже получили результа�
ты, свидетельствующие о том, что в кардиомиоцитах па�
циентов с сочетанной патологией преобладают процес�
сы окислительного фосфорилирования.

В настоящее время среди предикторов неблагопри�
ятного течения ИБС большое внимание уделяют генети�
ческим факторам риска. Есть данные о значительном вли�
янии полиморфизмов гена АСЕ на функционирование
ренин�ангиотензин�альдостероновой системы [11, 17].
Вероятно, эти полиморфизмы могут играть важную роль
в формировании каскада метаболических нарушений у
больных с сочетанным развитием ИБС и СД.

Мы предприняли сравнительное исследование ассо�
циации I/D полиморфизма с факторами риска и тяжес�
тью течения ИБС в моновариантном развитии и при ее
сопряженности с СД 2�го типа. Результаты, представлен�
ные на рисунке 6, свидетельствуют о том, что носитель�
ство аллелей I и D гена ACE имеет статистически значи�
мую ассоциацию с вероятностью развития тяжелых ФК
СН в случае моновариантного течения ИБС. Этот резуль�
тат не противоречит существующим представлениям о
неблагоприятном влиянии носительства аллеля D. Одна�
ко в случае сочетанного развития ИБС и СД мы не выяви�
ли наличия ассоциации носительства I/D полиморфиз�
ма с тяжестью течения стенокардии напряжения. Для па�
циентов, имеющих коморбидное развитие ИБС и СД, мы
выявили наличие статистически значимой ассоциации
носительства аллелей I и D с развитием дислипидемии. В
случае моновариантного развития ИБС такая ассоциация,
по нашим данным, отсутствовала (рис. 7). Представлен�

Рис. 6. Тяжесть течения стенокардии напряжения у носителей
генотипа II и аллеля D гена ACE больных ИБС, осложненной и
не осложненной СД 2�го типа: ФК – функциональный класс
стенокардии; * – р<0,05 – достоверность различий между груп�
пами

Рис. 7. Выраженность дислипидемии у пациентов, имеющих мо�
новариантное развитие ИБС, и ее сопряжение с СД 2�го типа в
зависимости от носительства аллелей I и D гена ACE: * – р<0,05
– достоверность различий между группами
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ные данные указывают на то, что сочетанное развитие
ИБС и СД нарушает традиционную ассоциацию I/D по�
лиморфизма гена ACE с тяжестью ИБС и формирует ас�
социацию с дислипидемией. Полученные нами результа�
ты свидетельствуют о неоднозначной роли полиморф�
ных вариантов гена ACE в прогрессировании ИБС, кото�
рая во многом зависит от наличия других факторов рис�
ка и особенностей выборки.

В лаборатории проводится цикл исследований по
оценке возможности использования природных соеди�
нительнотканных матриксов для создания сосудистых
имплантов малого диаметра. Одной из задач этой рабо�
ты является обеспечение гарантированного удаления из
исследуемого материала клеточных элементов, несущих
чужеродный генетический материал. Результаты, отража�
ющие присутствие клеточных компонентов в стенке со�
судов на разных этапах процесса их децеллюляризации,
приведены в таблице. Видно, что под воздействием ис�
пользуемых детергентов на каждом этапе происходит
достоверное снижение клеточности по сравнению с пре�
дыдущим этапом. Так, уже через 30 мин воздействия де�
тергента – SDS в сосуде происходило статистически зна�
чимое снижение клеточности, а к моменту окончания
децеллюляризации клеточные компоненты из сосудис�
той стенки полностью исчезали. Эти результаты подтвер�
ждают, что предложенный ранее протокол [7] получения
бесклеточного матрикса артериальных сосудов животных
и человека действительно обеспечивает полную децел�
люляризацию сосудистой стенки.

Структура лаборатории и сформировавшиеся направ�
ления исследований дают возможность обсуждать полу�
ченные результаты с сотрудниками клинических подраз�
делений с целью поиска сопряжения обнаруженных
структурно�функциональных изменений миокарда и со�
судов с особенностями клинического течения заболева�
ния у конкретных пациентов.
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Таблица

Уменьшение количества клеток в процессе децеллюляризации фрагмента внутренней грудной артерии человека,
Ме (Q25–Q75)

Показатели Воздействие на сосуд

Исходное состояние SDS 30 мин SDS 1 ч SDS 1ч + TritonX 100 30 мин SDS 1 ч + TritonX 100 1 ч
Клеточность стенки
   сосуда (на 10 полей
   зрения) 355 (351–360) 289 (240–299)* 125 (121–133)* 54 (50–55)* 0*

Примечание: SDS и TritonX 100 – используемые детергенты; * – статистически значимое различие, по отношению к предыдущему воздействию (р<0,05).



49

С.А. Афанасьев и соавт. РАЗРАБОТКА ФУНДАМЕНТАЛЬНЫХ АСПЕКТОВ ФОРМИРОВАНИЯ...

15. Chowdhury R., Warnakula S., Kunutsor S. et al. Association of
dietary, circulating, and supplement fatty acids with coronary
risk: a systematic review and meta�analysis // Ann. Intern. Med.
– 2014. – Vol. 160. – P. 398–406.

16. Fontes�Carvalho R., Ladeiras�Lopes R., Bettencourt P. et al.
Diastolic dysfunction in the diabetic continuum: association
with insulin resistance, metabolic syndrome and type 2 diabetes
// Cardiovasc. Diabetol. – 2015. – Vol. 14 (1). – P. 4–11.

17. Paternoster L., Nahara A., Gonzalez M., Charleton R. et al. Genetic
effects on carotid intima�media thickness systematic assessment
and meta�analyses of candidate gene polymorphisms studied
in more than 5000 subjects // Circ. Cardiovasc. Genet. – 2010.
– No. 3. – P. 15–21.

18. Heusch G., Libby P., Gersh B. et al. Cardiovascular remodelling
in coronary artery disease and heart failure // Lancet. – 2014. –
Vol. 383 (9932). – P. 1933–1939.

19. Kahn S.E., Cooper M.E., Del Prato S. Pathophysiology and
treatment of type 2 diabetes: perspectives on the past, present,
and future // Lancet. – 2014. – Vol. 383 (9922). – P. 1068–
1077.

20. Kolwicz S.C.Jr., Purohit S., Tian R. Cardiac metabolism and its
interactions with contraction, growth, and survival of
cardiomyocytes // Circ. Res. – 2013. – Vol. 113 (5). – P. 603–
610.

21. Van Bilsen M., Planavila A. Fatty acids and cardiac disease: fuel
carrying a messagе // Acta Physiol. – 2014. – Vol. 2116. –
P. 476–490.

22. Zima A.V., Bovo E., Mazurek S.R. et al. Ca handling during
excitation�contraction coupling in heart failure // Pflugers Arch.
– 2014. – Vol. 466 (6). – P. 1129–1136.

Поступила 07.05.2015

Сведения об авторах

Афанасьев Сергей Александрович, докт. мед. наук, про�
фессор, заведующий лабораторией молекулярно�кле�
точной патологии и генодиагностики НИИ кардио�
логии.

Адрес: 634012, г. Томск, ул. Киевская, 111а.

Е�mail: tursky@cardio�tomsk.ru.

Егорова Маргарита Владимировна, докт. биол. наук,
доцент, научный сотрудник лаборатории молекуляр�
но�клеточной патологии и генодиагностики НИИ кар�
диологии.

Адрес: 634012, г. Томск, ул. Киевская, 111а.

Е�mail: mwegorova@yadex.ru.

Кондратьева Дина Степановна, канд. биол. наук, на�
учный сотрудник лаборатории молекулярно�клеточ�
ной патологии и генодиагностики НИИ кардиологии.

Адрес: 634012, г. Томск, ул. Киевская, 111а.

Е�mail: dina@cardio�tomsk.ru.

Канев Александр Федорович, студент лечебного фа�
культета ГБОУ ВПО “Сибирский государственный ме�
дицинский университет” Минздрава России.

Адрес: 634050, г. Томск, Московский тракт, 2

Реброва Татьяна Юрьевна, канд. мед. наук, научный
сотрудник лаборатории молекулярно�клеточной па�
тологии и генодиагностики НИИ кардиологии.

Адрес: 634012, г. Томск, ул. Киевская, 111а.

Е�mail: rebrova@cardio�tomsk.ru.

Луговский Владимир Андреевич, аспирант лаборато�
рии молекулярно�клеточной патологии и генодиаг�
ностики НИИ кардиологии.

Адрес: 634012, г. Томск, ул. Киевская, 111а.

Муслимова Эльвира Фаритовна, младший научный
сотрудник лаборатории молекулярно�клеточной па�
тологии и генодиагностики НИИ кардиологии.

Адрес: 634012, г. Томск, ул. Киевская, 111а.


