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А ннотация
А ктуальность: Матриксные металлопротеиназы (MMP), их ингибитор TIMP, мо
лекулы адгезии, сиртуины и маркеры апоптоза являются одними из сигнальных 
молекул, имеющих важное значение при прогнозировании развития дилатацион- 
ной кардиомиопатии. Ц ель исследования: Изучить экспрессию белков MMP при 
старении миокарда в норме и при дилатационной кардиомиопатиии. М атериалы  
и методы: Исследование проведено с использованием аутопсийного материала 
миокарда людей разных возрастных групп с дилатационной кардиопатией и без 
сердечно-сосудистой патологии. Материал получали в условиях стерильности на 
базе операционного блока. Образец ткани после отделения сразу опускали в сте
рильную емкость, содержащую физиологический раствор. Контролем служила 
культура нормальных кардиомиоцитов человека (линия GirardiHeart), полученная 
из коллекции клеточных культур Института цитологии РАН (Санкт-Петербург).
Для иммуноцитохимического исследования культур и иммуногистохимического 
анализа аутопсийного материала применяли следующие первичные моноклональ
ные антитела: ММР-2 (Dako, США) и ММР-9 (Dako, США). Морфометрическое 
изучение полученных структур проводили при помощи системы компьютерного 
анализа микроскопических изображений. Результаты: Установлено, что измене
ния площади экспрессии MMP-2, ММР-9 в аутопсийном материале миокарда в 
норме не наблюдалось. При ДК площадь экспрессии MMP-2 увеличивалась в 5,7 
раза у пациентов средней возрастной группы, в 6  раз -  у людей в пожилом воз
расте, в 6 , 8  раза -  у лиц старшего возраста относительно подобного показателя в 
норме. Содержание ММР-9 в миокарде у пациентов с ДК всех возрастных групп 
повышалась в 4,5 раза по сравнению с соответствующей возрастной нормой. В 
культурах нормального миокарда при их старении экспрессия ММР-9 достоверно 
не изменялась. Заключение: Ключевыми маркерами, характеризующими наличие 
дилатационной кардиомиопатии у людей разного возраста в аутопсийном и куль
туральном материале являются матриксные металлопротеиназы.
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A bstract
Background: Matrix metalloproteinases (MMP), their TIMP inhibitor, adhesion mole
cules, sirtuins, and apoptosis markers are among the signaling molecules that may have 
an important prognostic value in dilated cardiomyopathy. The aim of the study: To 
study the expression of MMP proteins during myocardial aging in normal conditions 
and in dilated cardiomyopathy. M aterials and methods: The work was performed on 
autopsy material of the myocardium of people of different ages with dilated cardiopathy 
and without cardiovascular pathology. The material was taken under sterile conditions 
of the operating unit. Immediately after taking a sample of tissue, it was placed in a ster
ile container with saline. The control was the culture of normal human cardiomyocytes 
(line Girardi Heart, obtained from the cell culture collection of the Institute of Cytology 
RAS (St. Petersburg). For immunocytochemical studies of cultures and immunohisto- 
chemical analysis of autopsy material, the following primary monoclonal antibodies 
were used: MMP-2 (Dako, USA) and MMP-9 (Dako, USA). The morphometric study 
of the structures obtained was performed using a computer-aided microscopic image 
analysis system. Results: It was established that the area changes expression of MMP-2, 
MMP-9 was not normally observed in the myocardial autopsy material. In DC, the area 
of MMP-2 expression increased 5.7 times in middle-aged people, 6  times in elderly 
people and 6 .8 -fold in elderly patients compared with the corresponding indicator in 
normal conditions. The expression of MMP-9 in the myocardium in patients with DK of 
all age groups increased by 4.5 times compared with the corresponding age norm. In 
normal myocardial cultures with their aging, the expression of MMP-9 did not change 
significantly. Conclusion: Matrix metalloproteinases are the key markers characterizing 
the presence of dilated cardiomyopathy in people of different ages in the autopsy and 
cultural material.
Keywords: expression; aging; myocardium; cardiomyopathy.

Введение. Патологии сердца и сосудов 
стоят на лидирующих позициях в списке 
заболеваний, характеризующихся высокой 
степенью риска летального исхода [1 ].

По результатам статистического ана
лиза Всемирной организации здравоохране
ния (ВОЗ), 35 и более процентах случаев 
смертность лиц старших возрастных групп 
обусловлена патологией сердца и сосудов. 
Среди заболеваний сердечно-сосудистой 
системы у пациентов, имеющих возраст бо
лее 50 лет, достаточно часто встречается 
дилатационная кардиомиопатия (ДК) [2, 3, 
4, 5]. Предпосылками ДК являются дилата- 
ция сердечных камер, систолическая дис

функция, отмечаемые в большинстве случа
ев в левом желудочке [6 , 7, 8 ].

В настоящее время поиск сигнальных 
молекул для выявления у людей разного 
возраста ДК имеет важное медико
социальное значение. Матриксные металло- 
протеиназы (MMP), их ингибитор TIMP, 
молекулы адгезии, сиртуины и маркеры 
апоптоза рассматриваются как перспектив
ные сигнальные молекулы, изучение кото
рых позволит расширить возможности по 
диагностике и прогнозированию развития 
ДК. ММР являются ферментами, обладаю
щими протеолитической функцией. Эти со
единения активно участвуют в процессах
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ремоделирования и репарации тканей со
единительного типа, составляющей основу 
сердечно-сосудистой и дыхательной систем 
[9, 10, 11, 12, 13].

Ц ель исследования -  изучить экс
прессию белков MMP при старении мио
карда в норме и при дилатационнойкардио- 
миопатиии.

М атериалы  и методы исследования.
Работа проведена на аутопсийном материа
ле, полученном из сердечной мышцы паци
ентов разных возрастных групп с ДК, а так
же людей без сердечно-сосудистой патоло
гии. Образцы получали из СПб ГБУЗ «Го
родская больница святого великомученика 
Георгия» (С.-Петербург). Все пробы разде
ляли на группы согласно возрастной клас
сификации ВОЗ: 1 -  люди среднего возраста 
(45-59 лет), 2 -  люди пожилого возраста 
(60-74 года), 3 -  люди старческого возраста 
(75-89 лет).

Нормальный аутопсийный материал 
был получен от людей, не имевших сердеч
но-сосудистой патологии и погибших от 
других причин.

Ткань миокарда человека для создания 
культур (диаметр 0,2 см, 4 фрагмента) была 
забрана от 3-х пациентов мужского пола 
среднего возраста (52,3±2,6) с ДК при биоп
сии сердца, полученных в Клинике сердеч
но-сосудистой хирургии Военно
медицинской академии им. С.М. Кирова 
(С.-Петербург).

Извлечение образцов ткани осуществ
ляли в стерильных условиях на базе опера
ционного блока. После получения материа
ла клетки сразу опускали в стерильную ем
кость, содержащую физиологический рас
твор. Контролем служила культура нор
мальных кардиомиоцитов человека (линия 
GirardiHeart, полученная из коллекции кле
точных культур Института цитологии РАН 
(С. -Петербург)). Культуральная среда для 
кардиомиоцитов состояла из 86,5% ЕМЕМ, 
10% FBS, 1% NEAA, 1,5% НЕРЕS, 1% PES, 
L-глутамина. Все культуры выращивали на 
протяжении 3 пассажей («молодые» клеточ
ные культуры) и 1 0  пассажей («старые» кле
точные культуры). 1 0  пассаж был выбран в 
качестве «старых» культур эксперименталь
но, т.к. при последующих пересевах боль

шая часть клеток культуры вступала в 
апоптоз.

К работе приступили спустя 4 часа по
сле получения образцов миокарда, хранение 
осуществлялось в холодильнике при +6 °С.

В стерильных условиях ламинарного 
шкафа образцы были извлечены из транс
портировочной емкости и помещены в чаш
ку Петри, которая имела диаметр 7 см. Об
разцы обрабатывали сбалансированным 
раствором Хенкса (HBSS), содержащим со
ли и антибиотики, такие как пенициллин, 
стрептомицин (в концентрации 5 мг/мл), в 
течение 3 раз, чтобы смыть присутствую
щие изначально кровь и секрет.

С использованием стерильных ножниц 
материал измельчали до небольших кусоч
ков объемом 1-2 мм3. Образцы помещали в 
пробирки для центрифугирования, имею
щие объем 15 мл, сюда же добавляли 10 мл 
HBSS, содержащей 0,2% раствор коллагена- 
зы I  (Gibco, активность 205 ед/мг). Около 
30 секунд пробы откручивали с использова
нием вортекса. Далее ткань ставили на ин
кубацию в термостат при 37°С на 20 минут. 
Образовавшиеся при этом агрегаты клеток 
диспергировали путем пропускания образ
цов через пипетку (пипетировали). 8  мл су
пернатанта с клетками осаждали в течение 5 
минут, затем центрифугировали на протя
жении 5 минут при 400g. Далее убирали 
надосадочную жидкость, осадок ресуспеди- 
ровали в среде М199 (объемом 2 мл), со
держащей 1 0 % эмбриональную бычью сы
воротку и антибиотик. Выделение проводи
ли циклически, повторяя процедуру 3 раза. 
Растворенный осадок помещали в отдель
ную емкость. Жизнеспособности клеток 
оценивали с использованием трипанового 
синего. Краситель добавляли к аликвоте 
объемом 2  мл, взятой из пробирки с 6  мл 
накопленных клеток, в равных пропорциях. 
Считали процентное содержание живых 
клеток с использованием гемоцитометра 
(камеры Горяева).

Первичную клеточную культуру вы
деляли в предварительно обработанных рас
твором фибриногена (Gibco) чашках Петри 
(Sarstedt). Далее культивировали материал в 
обработанных флаконах объемом по 50 мл 
(Sarstedt 25 см2). Культивирование проводи
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ли при добавлении во флаконы по мл куль
туральной среды. В чашки Петри диаметром
3,5 см вливали по 3 мл культуральной сре
ды. При использовании 24-луночного план
шета в каждую лунку помещали по 1 мл 
среды. Стадии монослоя первичная клеточ
ная культура достигала на 5 -7 день, в это 
время ее пересеивали. После наступления 
состояния монослоя через 3 дня на 4-й сутки 
осуществляли пассирование. Культивирова
ние клеток проводилось до 3 и 10 пассажа.

С целью иммуноцитохимического ис
следования культур и иммуногистохимиче- 
ского изучения образцов аутопсийного ма
териала применяли следующие монокло
нальные антитела первичного типа: ММР-2 
(Dako, США) и ММР-9 (Dako, США). 
Окрашивание препаратов проводилось по 
стандартному протоколу.

Морфометрическое изучение полу
ченных структур проводили с использова
нием специального компьютерного ком
плекса для обработки изображений, полу
ченных с помощью микроскопа. Комплекс 
включал в себя следующие элементы: мик
роскоп Olympus BX40, цифровую камеру 
Olympus, персональный компьютер, бази
рующийся на IntelPentium 5, программное 
обеспечение «VidеotestMorphology 5.2». В 
каждой пробе обрабатывали не менее 5 по
лей зрения при увеличении х2 0 0 .

Экспрессию для маркеров с цитоплаз
матическим действием оценивали по пло
щади, равной отношению площади покры
того иммунопозитивными клетками участка 
к общей площади клеток, расположенных в 
поле зрения. Для маркеров с ядерным вы
ражением площадь экспрессии рассчитыва
ли как отношение площади участка, содер
жащего иммунопозитивные ядра, к общей 
площади ядер, встречающихся в поле зре
ния. Площадь экспрессии измеряли в про
центном отношении.

Полученные результаты обрабатывали 
методами вариационной статистики ис
пользованием программы Statistica 11.0.

Вычисляли по каждой выборке среднее 
арифметическое, стандартное отклоне
ние, доверительный интервал. Для каждой 
выборки доказано нормальное распределе
ние значений. Статистическую однород
ность разных выборок проверяли с помо
щью критерия Крускала-Уоллиса (непара
метрического однофакторного дисперсион
ного анализа). По критерию Стьюдента кри
тический уровень достоверности нулевой 
гипотезы об отсутствии различий считали 
равным 0 ,0 1 .

Результаты  исследования и их об
суждение. В результате эксперимента было 
установлено, что площадь экспрессии моле
кул ММР-2 в аутопсийных образцах сер
дечной мышцы у пациентов средней, пожи
лой и старческой возрастной группы соста
вила 0,74±0,18%, 0,82±0,22% и 0,80±0,20% 
соответственно, достоверных отличий не 
выявлено. При развитии ДК выраженность 
данного маркера значительно повысилась -  
в 5,7 раз у лиц средней возрастной группы, в 
6  раз -  у пожилых пациентов, в 6 , 8  раз -  у 
пациентов старческого возраста. При ДК 
площадь экспрессии MMP-2 не зависела от 
возраста (рис. 1 ).

Экспрессия ММР-2 в «молодой» куль
туре миокарда в норме составила
0,40±0,06%. В «старой» культуре миокарда 
в норме этот показатель уменьшился в 1,5 
раза и был равен 0,27±0,04%. При оценке 
экспрессии сигнальной молекулы ММР-2 
при развитии ДК установили, что показа
тель ее площадь возрос в 5,4 раза в «моло
дых» клеточных культурах (2,17±0,11%), в 
8,9 раз -  в «старых» клеточных культурах 
(2,39±0,14%) по сравнению с нормой 
(рис. 2 ).

Площадь экспрессии ММР-9 в ауто- 
псийном материале миокарда в норме у лю
дей среднего, пожилого и старческого воз
раста составила соответственно 1,76±0,24%, 
1,80±0,20% и 1,85±0,27% и достоверно не 
различалась (рис. 3).
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Рис. 1. Экспрессии MMP-2 в аутопсийном материале миокарда в норме 
и при дилатационной кардиомиопатии

* -  p<0,05 по сравнению с соответствующим показателем в группе 45-59 лет;
** -  p<0,05 по сравнению с соответствующим показателем в норме.

Fig. 1. Expression of MMP-2 in the autopsy myocardial material in normal conditions
and in dilated cardiomyopathy

* -  p <0.05 compared with the corresponding indicator in the group of 45-59 years;
** -  p <0.05 compared with the corresponding indicator in the norm.

Рис. 2. Экспрессия ММР-2 в культуре миокарда в норме и при дилатационной кардиомиопатии
* -  p<0,05 по сравнению с соответствующим показателем в «молодой» культуре;
** -  p<0,05 по сравнению с соответствующим показателем в норме.

Fig. 2. Expression of MMP-2 in the myocardial culture in normal conditions
and in dilated cardiomyopathy

* -  p <0.05 compared with the corresponding indicator in the "young" culture;
** -  p <0.05 compared with the corresponding indicator in the norm.
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Рис. 3. Экспрессии MMP-9 в аутопсийном материале миокарда в норме 
и при дилатационной кардиомиопатии 

** -  p<0,05 по сравнению с соответствующим показателем в норме.
Fig. 3. Expression of MMP-9 in the autopsy myocardial material in normal conditions and

in dilated cardiomyopathy 
** -  p <0.05 compared with the corresponding indicator in the norm.

Выявлено увеличение в 4,5 раза экс
прессии молекул ММР-9 при развитии ДК у 
пациентов всех возрастов. С возрастом 
площадь выражения молекул ММР-9 при 
ДК достоверно не изменялась.

Площадь экспрессии ММР-9 в «моло
дой» культуре миокарда в норме составила 
0,69±0,13%. В «старой» культуре экспрес

сия этой сигнальной молекулы достоверно 
не изменилась и была равна 0,74±0,10%. 
Экспрессия ММР-9 в культурах, получен
ных от пациентов с ДК, увеличилась в «мо
лодых» культурах в 5,7 раза по сравнению с 
соответствующей нормой и составила 
3,94±0,22%, а в «старых» культурах -  в 6  раз 
до 4,50±0,18% (рис. 4).

Рис. 4. Экспрессия ММР-9 в культуре миокарда в норме и при дилатационной кардиомиопатии
* -  p<0,05 по сравнению с соответствующим показателем в "молодой" культуре;
** -  p<0,05 по сравнению с соответствующим показателем в норме.

Fig. 4. Expression of MMP-9 in the myocardial culture in normal conditions and
in dilated cardiomyopathy

* -  p <0.05 compared with the corresponding indicator in the "young" culture;
** -  p <0.05 compared with the corresponding indicator in the norm.
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Изменение площади экспрессии MMP- 
9 в аутопсийном материале миокарда и в 
культуре миокарда имеет схожую тенден
цию в норме и при ДК.

Установлено, что изменения площади 
экспрессии MMP-2, ММР-9 в аутопсийном 
материале миокарда в норме не наблюда
лось. При ДК площадь экспрессии MMP-2 
увеличивалась в 5,7 раза у людей средней 
возрастной группы, в 6  раз -  у пожилых па
циентов, в 6 , 8  раза -  у людей старческой\го 
возрастного периода относительно соответ
ствующего показателя в норме. Кроме того, 
наблюдалось увеличение экспрессии марке
ра ММР-2 в 1,5 раза при старении культуры 
кардиомиоцитов в норме. При этом в кар- 
диомиоцитах, полученных от пациентов с 
ДК, в «молодых» культурах экспрессия 
ММР-2 повышалась в 5,4 раза, а в «старых» 
культурах -  в 8,9 раза по сравнению с нор
мой. Полученные нами данные хорошо со
гласуются с результатами, описанными дру
гими исследователями. Известно, что при 
ДК происходит повышение синтеза MMP-2 
[14, 15].

Экспрессия ММР-9 в миокарде у па
циентов с ДК всех возрастных групп повы
шалась в 4,5 раза по сравнению с соответ
ствующей возрастной нормой. В культурах 
нормального миокарда при их старении экс
прессия ММР-9 достоверно не изменялась. 
В культурах миокарда, полученного от па
циентов с ДК, экспрессия ММР-9 повыша
лась в 5,7 и 6  раз соответственно для «моло
дых» и «старых» культур. В предыдущих 
исследования по данным литературы было 
обнаружено, что отмечалась повышенная 
экспрессия MMP-9 при наличии сердечно
сосудистых патологий, в том числе при раз
витии ДК, что соответствует полученными 
нами результатам [14, 16, 17]. Предполага
ется, что усиление экспрессии молекул 
MMP-2 и ММР-9 обусловлено тем, что дан
ные металлопротеиназы относятся к поли- 
функциональным протеинам и играют важ
ную роль в таких процессах, как ангиогенез 
и апоптоз, которые патологически изменя
ются при развитии ДК [18, 19, 20].

Заключение. Ключевыми маркерами, 
характеризующими наличие дилатационной- 
кардиомиопатииу людей разного возраста в

аутопсийном и культуральномматериале яв
ляются матриксные металлопротеиназы.

В отношении данной статьи не было 
зарегистрировано конфликта интересов.
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