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        .Исследована роль апоптоза кардиомиоцитов в механизмах ишемического ремоделирования миокарда  

       50    Материалом исследования являлись биоптаты миокарда левого желудочка пациентов с ишемической бо-
     .   лезнью сердца и хронической сердечной недостаточностью Использованы методы коронаровентрикулогра-

, , ,  фии эхокардиографии иммуногистохимии TUNEL.     Установлена существенная значимость апоптоза кардио-
      .   -миоцитов на ранних этапах ремоделирования левого желудочка При увеличении конечно диастолического 

           .объема левого желудочка роль апоптоза кардиомиоцитов в патогенезе ремоделинга миокарда не значима  

           Полученные результаты указывают на важную предикторную роль регуляторных элементов апоптоза в диа-
       .гностике ишемической болезни сердца и хронической сердечной недостаточности
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Here the role of cardiomyocyte apoptosis in mechanisms of ischemic myocardial remodeling was investigated. The samples of left ventricle were obtained 

on 50 patients with the diagnosed atherosclerotic disease of coronary arteries and heart failure. Obtained data allow to approve about the maximal importance of 

cardiomyocyte apoptosis at an early stages of ischemic myocardial remodeling. The role of cardiomyocyte apoptosis was decreased at a high volume of left 

ventricle. The received results suggest about an importance of cardiomyocyte apoptosis as an marker of ischemic myocardial remodeling and heart failure.
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Введение
    Ишемическая болезнь сердца является од-

     ним из наиболее часто встречающихся заболе-
 -  ,   ваний сердечно сосудистой системы в значи-

    тельной степени определяя уровень летально-
  .    сти в популяции По данным Всероссийского 

  , института профилактической медицины показа-
    тели летальности при ишемической болезни 

     сердца на сегодняшний день составляют более 
800    100 .    случаев на тыс населения у мужчин и 

 550 —около   ,     у женщин из которых на долю хро-
   нической сердечной недостаточности приходит-

  90% [4].ся более

     В условиях кислородного голодания в сердце 
    запускается каскад патологических реакций и 

процес ,    сов обусловливающих ремоделинг мио-
,    карда кульминационным клиническим призна-

    ком которого является хроническая сердечная 
.   недостаточность Современной кардиологиче-

    ской наукой феномен ишемического ремодели-
    рования миокарда рассматривается как сложный 

   многоступенчатый процесс изменения структур-
-но гео  метрических   характеристик левого желу-

,  дочка     проявляющийся в виде гипертрофии и 
 ,  дилатации камер   приводящий к систолической 

    и диастолической дисфункции и ухудшающий 
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   [2]. качество жизни пациентов Ремоделирование 
   миокарда предшествует клиническим проявле-

    ниям хронической сердечной недостаточности и 
 . сопровождает их

    В основе процесса ишемического ремодели-
    рования миокарда лежат три фундаментальных 

: ,    механизма фиброз гипертрофия и гибель кар-
 [11].     диомиоцитов В свете существующих на 
    сегодняшний день представлений гибель кар-
    диомиоцитов может происходить двумя путями 

—    (  некроза и апоптоза программированная кле-
 ).    точная гибель Во время инфаркта миокарда 

 ,   основным процессом определяющим потерю 
  ,   клеточной массы сердца является некроз кар-

,    диомиоцитов приводящий к возникновению 
 ,   воспалительной реакции пролиферации сосу-

 ,  ,дистых клеток макрофагальной инфильтрации  

     активации фибробластов и в конечном счете 
 .  формированию рубца Апоптоз кардиомиоцитов 

   оканчивается образованием апоптотических тел 
     без активации воспалительной реакции и яв-

     ляется доминирующей формой гибели в усло-
   [9].виях хронической ишемии

,    Гипоксия лежащая в основе ишемического 
 ,   повреждения миокарда сопровождается выра-

  ,   женным энергетическим дефицитом при кото-
   ром энергетический метаболизм переключается 

  ,   на анаэробный гликолиз следствием чего яв-
   . ляется накопление молочной кислоты Избыток 

 протонов Н+     удаляется из клетки путем сочетан-
   -  ной активности трех ион специфичных мем-

  : бранных транспортных систем Na+/H+- ,обменника  

Na+/HCO3
–-    котранспортера и вакуолярной протон-

 ной - .    АТФ азы Существующий в условиях гипок-
   ( ) сии дефицит аденозинтрифосфата АТФ нару-

   ,   шает работу этих механизмов что может 
   способствовать чрезмерному накоплению прото-

 нов Н+    [3].  и активации апоптоза В запуске апо-
     птоза кардиомиоцитов при ацидозе может быть 

  :  задействовано несколько механизмов актива-
   ция проапоптотических представителей супер-

 bcl-2 (bnip3  bax),  семейства и перегрузка ионами 
Ca2+,    обусловленная сочетанной активностью Na+/

H+-  и Na+/Ca2+-обмен ,   ников приводящая к актива-
 Caции 2+-    зависимых ферментных систем эффек-

  ,    торной стадии апоптоза а также активация 

   протеинкиназных систем сигнальной трансдук-
 (ции JNK, p38,  протеинкиназа Сδ) [10]. 

    На фоне хронической ишемии миокарда 
    апоптоз кардиомиоцитов также может быть 
   ( )  .запущен по внешнему рецепторному пути  

      Основанием для этого может служить как по-
   вышение содержания проапоптотических лиган-

 (дов Fas-L,  TNF-α)   ,   в плазме крови так и повы-
    шение количества рецепторов к соответствую-

    щим факторам на поверхности кардиомиоцитов 
(Fas-R, TNF-R1) [7].

      В отличие от некроза апоптоз является упо-
   .  рядоченным и регулируемым процессом Это 

     дает возможность рассматривать его в каче-
   стве потенциальной терапевтической мишени 

     при лечении ишемической болезни сердца и 
   универсального диагностического маркера хро-

  , нической сердечной недостаточности способно-
    го патогенетически обосновать и скоординиро-

 ,     вать терапию а также определить прогноз за-
.      болевания В этой связи изучение роли ключе-

   вых регуляторных элементов апоптотического 
  (  каскада кардиомиоцитов проапоптотических и 

   антиапоптотических представителей белков се-
 мейства bcl-2)    в качестве предикторных марке-

   ров хронической сердечной недостаточности 
    ишемического генеза может иметь большое 

    ,   значение как для теоретической науки так и 
  .для практической медицины

   — Цель настоящего исследования определе-
     ние роли апоптоза кардиомиоцитов в механиз-
   мах развития ишемического ремоделирования 

.миокарда

Материал и методы

   Материалом исследования явились биопта-
   ,  ты миокарда левого желудочка полученные 

  50  (45 ,интраоперационно у пациентов мужчин  

5  )  женщин
 в воз  45—65    расте лет в условиях фармакохоло-

 .    довой кардиоплегии Все исследования были 
-выполне

    ны с информированного согласия обследован-
  ных и

   соответствовали этическим нормам Хельсинк-
 ской
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 (2000).    декларации Критерием включения в ис-
    следование явилось наличие у пациентов 
   —  ишемической болезни сердца стенокардии 

 (   напряжения по классификации Канадского 
-  , сердечно сосудистого общества функциональ-

  ные классы II—IV)    с документально подтвер-
  жденным атеросклеротическим поражением 
    коронарных артерий и хронической сердечной 

 недостаточности I—III  функциональных классов 
(  по NYHA).    Критериями исключения из исследо-

   вания служили кардиомиопатии неишемиче-
 ,  , ского генеза патологии миокарда ассоцииро-

    (ванные с различными эндокринопатиями кро-
  ),   ме сахарного диабета сочетание ишемиче-
     ской болезни сердца с поражением клапанно-

   .  го аппарата различной этиологии Верифика-
     цию диагноза проводили на основании данных 

,  коронаровентрикулографии электрокардиогра-
  .   фии и эхокардиографии Для оценки коронар-
    ,ной перфузии вычисляли коронарный индекс  

    отражающий степень коронарной окклюзии и 
 значимость

   окклюзированной артерии в кровоснабжении 
-мио

 [1].карда
    Для оценки роли апоптоза кардиомиоцитов 

 в раз    витии хронической сердечной недоста-
  точности пациенты     были разделены на три кли-
   нические группы с уче   -том величин конечно

 :  I  диастолического объема груп  —  па менее 
120 ,  мл II —  120  150от до  ,  мл III  —группа  более 
150 .мл

   Полученный биопсийный материал фиксиро-
-вал

  10%-    ся в м забуференном нейтральном форма-
.  лине

   Определение морфологических признаков кар-
    диосклероза осуществлялось в световом микро-

     скопе после окраски срезов пикрофуксином по 
ван    .  Гизону по стандартной методике Оценка 

   интенсивности кардиосклероза проводилась на 
   основании вычисления склеротического индек-

,    са отражающего объем соединительной ткани 
[12]. 

  Определение экспрессии кардиомиоцитами 
 -   (ключевых белков регуляторов апоптоза bcl-2 и 

b )     ах выполнялось при помощи двухэтапного 

-    авидин биотинового метода с демаскировкой 
 (   антигена путем высокотемпературной обра-

 )    ботки ткани на парафиновых срезах  с ис-
    пользованием моноклональных антител и визу-
   «ализирующей системы фирмы Dako Cytomation» 

( ) [6].   США Проявление реакции контролирова-
  .  лось в микроскопе Результаты иммуногистохи-

     мической реакции оценивались в световом ми-
    кроскопе как отношение прореагировавших кле-

      10  .ток к их общему количеству в полях зрения
   Для выявления апоптоза кардиомиоцитов 
 методом TUNEL   был использован стандартный 

 «набор Mebstain Apoptosis kit Direct» («Immunotech», Фран-
)  ,  ция согласно инструкции предложенной фир-
- .   мой производителем Результаты реакции оце-

    нивались как среднее количество прореагиро-
   10   вавших ядер в случайно выбранных участках 

 100по  мкм2. 

   Статистическая обработка данных проводи-
     лась с использованием пакета программ стати-

  Statistica for Windows (2002, стического анализа версия 
6.0)  «Statsoft Inc.».   фирмы Полученные данные об-

   рабатывали методом вариационной статистики 
     с вычислением для каждой выборки среднего 

   арифметического значения М  и среднеквадра-
  тичного отклонения SD.   Для оценки нормально-

    сти распределения данных использовали крите-
 — ,   рий Колмогорова Смирнова для оценки досто-

   — верности различий выборок параметрический 
t-    критерий Стьюдента и непараметрический 

 — .   критерий Манна Уитни Различие двух сравни-
    ваемых величин считали статистически досто-
,     верным если вероятность их тождества оказы-
  5%. валась менее

Результаты исследования

   Проведенное исследование показало на-
   личие достоверного увеличения коронарного 
   индекса у пациентов III    группы по сравнению с 
 группами I  и II (р < 0,05): у больных I группы — 

(3,96 ± 1,13) .усл  ,  II   —ед группы  

(5,14 ± 1,62) .усл  ,  III   —ед группы  

(9,37 ± 1,84) .усл  .  , ед Склеротический индекс от-
   ражающий интенсивность склеротических про-

  ,     цессов в миокарде имел тенденцию к росту по 
  -мере увеличения конечно диастолического 
 ( ).объема таблица
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Особенности реализации апоптоза кардиомиоцитов левого 
желудочка у больных с ишемическим ремоделированием 

миокарда (M ± SD)

 Регистрируемый
показатель

 Группа больных
I II III

 Склеротический ин-
, . декс усл ед

9,53 ± 1,43 12,26 ± 1,17
р1 < 0,05

15,58 ± 2,08
р1 < 0,05
р2 < 0,05

Bcl-2+-кардиомиоциты, 
. усл ед

0,04 ± 0,02 0,05 ± 0,02
р1 > 0,05

0,04 ± 0,01
р1 > 0,05
р2 > 0,05

Bax+- ,кардиомиоциты  
. усл ед

0,53 ± 0,17 0,24 ± 0,11
р1 < 0,05

0,21 ± 0,09
р1 < 0,05
р2 > 0,05

Bax/bcl-2, . усл ед 13,25 ± 2,31 4,80 ± 1,64
р1 < 0,05

5,25 ± 1,30
р1 < 0,05
р2 > 0,05

TUNEL+- , . ядра усл ед 0,65 ± 0,25 0,58 ± 0,15
р1 > 0,05

0,25 ± 0,13
р1 < 0,05
р2 < 0,05

П р и м е ч а н и .  е р1 —   достоверность различия показа-
      телей по сравнению с клинической группой I; р2 — достовер-
       ность различия по сравнению с клинической группой II.

   Иммуногистохимическое исследование не по-
 казало     наличия достоверных различий в часто-

   те экспрессии кардиомиоцитами антиапоптоти-
  ческого белка bcl-2     ни в одной из клинических 

 ( . ).    групп см таблицу Это может отражать оди-
   наковую степень напряженности антиапоптоти-

     ческой системы при различных величинах ко-
-  . нечно диастолического объема

  Частота экспрессии проапоптотического 
 белка b     ах в клинической группе I достоверно 

     отличалась от аналогичного показателя в груп-
 пах II  и III ( .  ).   см таблицу Преобладание bах+-

      клеток в миокарде левого желудочка у пациен-
  -   тов с конечно диастолическим объемом менее 

120      мл наводит на мысль о предуготовленности 
     кардиомиоцитов к апоптозу на ранних этапах 

   ишемического ремоделирования миокарда и 
  . хронической сердечной недостаточности Стати-

     стически значимых различий в содержании bах+-
    кардиомиоцитов в миокарде левого желудочка 

  у больных II  и III    клинических групп не выявле-
. но

   Оценка соотношения содержания b   ах и bcl-2 

    в кардиомиоцитах выявила достоверное увели-
    чение показателя у больных I клинической 
,     группы что позволяет говорить о прогностиче-

   .  ской значимости этого критерия Значения по-
 казателя bax/bcl-2  во II  и III   группах достоверно не 

 ( . ). различались см таблицу
  Повышенная чувствительность кардиомио-

   ,   цитов к индукции апоптоза характерная для 
    ранних этапов ремоделирования миокарда и 

  ,  хронической сердечной недостаточности под-
   тверждается также результатами TUNEL- .теста  

,     Показано что наибольшая встречаемость TUN-

EL+-     ядер кардиомиоцитов характерна для I  и II 

  ( .  ).   клинических групп см таблицу Следует от-
,   метить что присутствие TUNEL+-   ядер в миокарде 
     левого желудочка у пациентов всех клиниче-

     ских групп может прямо свидетельствовать о 
    значимости апоптоза кардиомиоцитов в разви-

   .тии ишемического ремоделирования миокарда

Обсуждение 

   Гипоксическое повреждение миокарда яв-
   ,ляется ведущим патогенетическим механизмом  

     лежащим в основе ишемической болезни серд-
.      ца Роль ишемического фактора в динамике ре-

    моделирования миокарда отражается в виде 
   увеличения значений склеротического индекса 

     и объема левого желудочка при возрастании 
   . величины показателя коронарного индекса

,   ,  Ишемия возникнув единожды запускает 
   , сложный каскад метаболических реакций ле-

    жащих в основе ишемического ремоделирова-
    ния миокарда и формирования хронической 

  [5].   сердечной недостаточности Одним из клю-

 ,    чевых процессов принимающих участие в ре-
 ,    моделинге миокарда является апоптоз кар-

.    диомиоцитов Однако существующие на сего-
     дняшний день представления о роли дизрегу-

   ляции программированной гибели кардиомио-
    цитов в патогенезе хронической сердечной 

  .недостаточности весьма противоречивы
   Проведенное исследование позволило полу-

  ,  чить фактические данные свидетельствующие 
    о повышении содержания в кардиомиоцитах 

 белка bax —   маркера запуска программированной 
  —    -гибели клеток у больных с конечно диастоли-
    120ческим объемом сердца менее  .  мл Наи-
  TUNELбольшая встречаемость +-   ядер в кардио-
     миоцитах также определялась в биоптатах ле-
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Экспериментальные и клинические исследования

 ,     вого желудочка полученных у больных со зна-
 -   чениями конечно диастолического объема ме-

 150нее  .   -мл При увеличении конечно диастоли-
    TUNELческого объема частота встречаемости +-

    . ядер в миокарде заметно снижалась Незначи-
   bcl-2  тельная представленность белка в кардио-
     миоцитах у больных всех клинических групп 

    свидетельствует о слабой напряженности ан-
    тиапоптотической системы в условиях хрониче-

 .   bax/bcl-2 ской ишемии Изменение отношения при 
 -  увеличении конечно диастолического объема 

    может объясняться депрессией синтеза проапо-
  птотического белка b ,   ах что находит отражение 

   . в подавлении апоптоза кардиомиоцитов
    На основании приведенных результатов ис-

   следования можно предположить следующий 
   гипотетический сценарий ремоделинга миокар-

.     да В условиях хронической ишемии снижается 
  , эффективность антиапоптотической системы в 

     то время как синтез проапоптотического белка 
b  ,     ах увеличивается приводя к запуску эффек-

   . торных звеньев апоптотической программы По 
  ,   мере усиления ишемии что сопровождается 

  ,  увеличением коронарного индекса происходит 
   прогрессивное подавление синтеза проапопто-

 ,    тических белков приводящее к подавлению ре-
   ализации программированной гибели кардио-
.     миоцитов При этом ведущими компонентами 

   ишемического ремоделирования миокарда и 
   прогрессирования хронической сердечной недо-

   , статочности становятся другие факторы такие 
  ,   как заместительный фиброз скольжение кар-

     . [8].диомиоцитов друг относительно друга и др
    Оценивая роль апоптоза кардиомиоцитов в 
 ,   ,  клинической практике следует отметить что 
   максимальная эффективность лечебных меро-

,     приятий направленных на терапию ишемиче-
  ,   ского ремоделирования миокарда может на-

     блюдаться лишь на ранних стадиях заболева-
.      ,ния На более поздних стадиях терапия  

   , направленная на управление апоптозом может 
 . оказаться малоэффективной

    В целом проведенное исследование позво-
 ,   ляет предположить что повышенная готовность 

    кардиомиоцитов к активации программы апо-
     птоза характерна для ранних этапов ишемиче-

    ского ремоделирования миокарда и хрониче-
  .   ской сердечной недостаточности В последую-

   , щих стадиях ремоделирования миокарда ассо-
    циированных с ухудшением коронарного крово-

   ,  тока и усилением кардиосклероза роль апопто-
    за кардиомиоцитов в патогенезе хронической 

  .  сердечной недостаточности снижена Получен-
    ные данные могут способствовать разработке 

    новых направлений терапии ишемической бо-
     лезни сердца и хронической сердечной недо-

,     статочности определения прогноза и профи-
  .лактики этих заболеваний

Исследование выполнено при финансовой под-
держке Совета по грантам Президента РФ, МД – 
232.2007.7.
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