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СПИСОК СОКРАЩЕНИЙ 

4EBP1 (eukaryotic translation initiation factor 4E binding protein 1) – белок-1, 

связывающий эукариотический фактор инициации трансляции 4E  

БДМ – 2,3-бутандионмоноксим 

ИБС – ишемическая болезнь сердца 

ИЗО – изопротеренол 

ИПСК – индуцированные плюрипотентные стволовые клетки 

ЛЖ – левый желудочек сердца 

МР – метод Рокмана  

ОКС – острый коронарный синдром 

ПА – пирролизидиновый алкалоид 

ПЖ – правый желудочек сердца 

ПСА – поперечное сужение аорты 

РНК – рибонуклеиновая кислота 

СН – сердечная недостаточность 

ССЗ – сердечно-сосудистые заболевания 

ФИА – флуороимунный анализ 

ФСБ – фосфатно-солевой буфер 

ФСБТ – фосфатно-солевой буфер, содержащий Tween-20 

ЭДТА – этилендиаминтетрауксусная кислота 

ЭПО – эритропоэтин 

ЭТС/ FBS (fetal bovine serum) – эмбриональная телячья сыворотка 

ADAMTS1 (A Disintegrin And Metalloproteinase with ThromboSpondin motifs 1) – 

дезинтегрин и металлопротеиназа с тромбоспондиновыми мотивами 1 

Akt1/2 (RAC-alpha serine/threonine-protein kinase, protein kinase B alpha) – серин-

треониновая протеинкиназа В alpha/beta  

ALS (acid-labile subunit) – кислотно-лабильная субъединица 

AMФ/ АМP (adenosine monophosphate) – аденозинмонофосфат 

AMPK (AMP-activated protein kinase) – АМP-зависимая протеинкиназа 

Ang II (angiotensin II) – ангиотензин II  
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ANOVA (analysis of variance) – дисперсионный анализ 

ANP и BNP (natriuretic peptide A and B) – натрийуретические пептиды А и В 

APJ – рецептор апелина 

BAD (BCL2 associated Death Promoter) – связанный с BCL2 агонист белка 

клеточной гибели 

BCL2 (B-cell lymphoma-2 apoptosis regulator) – регулятор апоптоза B-клеточной 

лимфомы-2 

BMP4 (bone morphogenetic protein 4) – костный морфогенетический белок 4 

cAMP – циклическая форма АМФ  

c-Myc (cellular myelocytomatosis proto-oncogene) – клеточный протоонкогенный 

белок Myc 

CCЗ – сердечно-сосудистые заболевания 

cGMP (cyclic guanosine monophosphate) – циклический гуанозинмонофосфат 

cTnI/Т (cardiac troponin I/T) – сердечные изоформы тропонина I и тропонина Т 

DAPI – 4’,6-диамидино-2-фенилиндол 

DLC (double-loop-clip) – петля двойного зажима 

DMEM (Dulbecco’s modified Eagle’s medium) – модифицированная по способу 

Дульбекко среда Игла 

DOCA (desoxycorticosterone acetate) – дезоксикортикостерона ацетат 

ECE (endothelin converting enzyme) – эндотелин-конвертирующий фермент 

ECM (extracellular matrix) – внеклеточный матрикс  

EDN1 – ген, кодирующий ET-1  

eNOS (endothelial nitric oxide synthase) – эндотелиальная синтаза оксида азота 

ErbB2 – рецептор эпидермального фактора роста 2 

ERK (extracellular-signal regulated kinase) – внеклеточная сигнал-регулируемая 

киназа 

ET-1, ETA, ETB1, ETB2 и ETC (endothelin-1) – эндотелин-1/A/B1/B2/C 

FOXO 1/3 (Forkhead box O   factors) – транскрипционные факторы 1/3 FoxO 

семейства Forkhead box 

GAG (glycosaminoglycan) – глюкозоаминогликан 
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GFAP (glial fibrillary acidic protein) – глиальный фибриллярный кислый белок 

GPCR (G-protein coupled receptors) – рецепторы, ассоциированные с G-белками 

Grb2 (Growth factor receptor-bound protein 2) – белок 2 связанный с рецептором 

фактора роста 

GSK-3β (glycogen synthase kinase - 3 beta) – киназа гликогенсинтазы 3β 

HBD (heparin binding domain) – гепарин-связывающий домен 

IGF I и II (insulin-like growth factor) – инсулиноподобный фактор роста 

IGF-1R / IGF-2R – рецептор IGF-I / рецептор IGF-II 

IGFBP 1-6 (insulin-like growth factor binding protein 1-6) – белок, связывающий IGF 

1-6 

InsP3R – инозитолтрифосфатный рецептор 

IP3 – инозитол-3-фосфат,  

IR– рецептор инсулина, 

IR/IGF-1R – гибридный рецептор инсулина/IGF-I 

IRS – субстрат инсулинового рецептора  

KHB (Krebs-Henseleit buffer) – буфер Кребса-Гензелейта 

KLF4 (Kruppel Like Factor 4) – факторы типа Круппеля 

LANFIA (lanthanide fluorescene immunoaasay) – иммунофлуоресцентная детекция 

на основе лантаноидов 

M6P/IGF-2R – рецептор маннозо-6-фосфата/IGF-II 

MКТ/MCT (monocrotaline) – монокроталин 

MAPKs (mitogen-activated protein kinases) – митоген-активируемые протеинкиназы 

MMP-3/7/9/12 (matrix metalloproteinase – 3/7/9/12) - матриксная металлопротеаза 

3/7/9/12  

mTOR (mechanistic target of rapamycin) – серин-треониновая протеинкиназа  

NLS (nuclear localization signal) – последовательность ядерной локализаци 

NO – оксида азота I 

NRG-1 – нейрегулин-1 

NT-IGFBP-4 и CT-IGFBP-4 – N- и C- концевые фрагменты IGFBP-4 

Oct4 (Octamer-4) – октамер-4, транскрипционный фактор 
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PAPP-A (pregnancy-associated plasma protein A) – ассоциированный с 

беременностью белок плазмы А 

PAPP-A2 (pregnancy-associated plasma protein A2) – ассоциированный с 

беременностью белок плазмы А2 

PDK (pyruvate dehydrogenase kinase) – киназа пируватдегидрогеназы 1,  

PI3K (phosphoinositide-3 kinase) – фосфоинозитид-3 киназа,  

PIP2 (phosphatidylinositol 4,5-bisphosphate) – фосфотидилиназитол-2-фосфат,  

PIP3(phosphatidylinositol 3,4,5-trisphosphate) – фосфотидилиназитол-3-фосфат,  

PKA (protein kinase А) – протеинкиназа А 

PKC (protein kinase C) – протеинкиназа C 

PKD (protein kinase D) – протеинкиназа D 

PLC (phospholipase C) – фосфолипаза С,  

pro-ET-1 – предшественник ET-1 

PTEN (phosphatase and tensin homolog deleted on chromosome 10) – фосфатаза с 

двойной субстратной специфичностью, 

RGD (Arg-Gly-Asp – integrin recognition motif) – интегрин-связывающий домен 

S6K (ribosomal protein S6 kinase beta-1) – рибосомальная протеинкиназа S6 бета-1,  

SCR 1-5 (short consensus repeats 1-5s) – короткие консенсусные повторы 1-5  

SOX2 (Sex determining region-Y Transcription factor 2) – транскрипционный фактор 

2, определяющий пол в области Y хромосомы 

STC-2 (stanniocalcin 2) – станниокальцин-2 

TGF- β1 (transforming growth gactor-beta) – трансформирующий ростовой фактор 

бета  

Tm (tropomyosin) – тропомиозин 

vCM1-vCM5 (ventrical cardiomyocytes 1-5) – группы желудочковых популяций 

кардиомиоцитов 1-5 

VEGF (vascular endothelial growth factor) – фактор роста эндотелия сосудов  

α-MHC (myosin heavy chain, alpha isoform) – α-изоформа тяжёлой цепи миозина 

β-MHC (myosin heavy chain, beta isoform) – β-изоформа тяжёлой цепи миозина 

β1-AR (beta1 - adrenoreceptor) – β1- адренорецептор  
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ВВЕДЕНИЕ 
 

Актуальность работы 

  Неотъемлемыми условиями существования многоклеточных 

организмов является правильное функционирование и координация работы всех 

органов и систем между собой. Взаимодействие между различными клетками, 

тканями и органами внутри организма осуществляется, в частности, благодаря 

клеточной сигнализации, обеспечивающей передачу сигналов, в результате чего 

происходит формирование различных клеточных реакций в ответ на внешние 

стимулы. Зачастую передача сигнала между клетками и тканями опосредована 

молекулами-лигандами, которые транспортируются по внутренней среде 

организма (кровь, лимфа, тканевые жидкости). Лиганды связываются с белками-

рецепторами на мембранах клеток, что запускает цепь дальнейших 

внутриклеточных перестроек. В каждой ткани функционируют как 

тканеспецифичные пути клеточной сигнализации, так и присутствующие у всех 

органов и систем. Одной из важнейших систем организма человека, находящейся 

под контролем различных путей клеточного сигналинга, является сердечно-

сосудистая система. На сегодняшний день сердечно-сосудистые заболевания (ССЗ) 

остаются главной причиной смертности и инвалидизации населения в 

промышленно развитых странах. Одним из наиболее распространенных ССЗ 

является сердечная недостаточность (СН) – заболевание, характеризующееся 

нарушениями в работе сердца, приводящими к нарушению кровоснабжения всего 

организма. Зачастую хроническая СН сопровождается патологическим 

утолщением стенок миокарда или патологической гипертрофией миокарда. 

 Одним из перспективных молекулярных маркёров ССЗ считается 

ассоциированный с беременностью белок А плазмы крови, PAPP-A (pregnancy 

associated plasma protein-A). PAPP-A является матриксной металлопротеазой, 

локализованной на поверхности клеток [1]. Показано, что данный белок 
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располагается на внешней мембране или секретируется различными клетками 

организма человека: фибробластами [2], сердечными адипоцитами [3], 

гранулёзными клетками  [4], гладкомышечными клетками сосудов [5] и многими 

другими. При этом PAPP-A является ферментом, регулирующим биодоступность 

таких важнейших факторов для организма, как инсулиноподобные факторы роста 

I и II (IGF). IGF-система является многокомпонентной и строго регулируемой 

системой, работа которой направлена на рост, пролиферацию и поддержание 

жизнеспособности различных клеток и тканей организмов. В ее состав входят три 

основных лиганда (IGF-I, IGF-II, инсулин), несколько типов рецепторов, 

расположенных на поверхности клеток-мишеней, с которыми лиганды 

специфически взаимодействуют: рецептор IGF-I (IGF-1R), рецептор IGF-II (IGF-

2R), рецептор маннозо-6-фосфата/IGF-II (M6P/IGF-2R), рецептор инсулина (IR) и 

гибридный рецептор IR/IGF-1R; а также шесть типов  IGF-связывающих белков 

IGFBP (IGFBP 1-6), которые взаимодействуют с лигандами IGF-I и IGF-2 и таким 

образом регулируют их биодоступность [6]. Высвобождение лигандов из 

комплексов с IGFBP происходит благодаря протеазам, которые специфически 

расщепляют белки IGFBP в комплексе IGF-IGFBP и делают возможным 

взаимодействие молекул IGF с их рецепторами. PAPP-A в физиологических 

условиях является единственной протеазой, способной расщеплять IGFBP-4, что 

приводит к высвобождению IGF [1].  

Известно, что PAPP-A присутствует в атеросклеротических бляшках, а её 

концентрация в сыворотке крови увеличивается при остром коронарном синдроме 

(ОКС). Также известно, что повышение в крови уровня PAPP-A говорит о 

нарушении стабильности атеросклеротических бляшек, что в свою очередь 

позволило предположить, что протеаза PAPP-A может являться диагностическим 

маркером ОКС и возможным биомаркером острого инфаркта миокарда и 

нестабильной стенокардии [1]. Как упоминалось ранее, протеаза PAPP-A обладает 

специфической активностью по отношению к белку IGFBP-4. При этом 

продуктами специфической активности PAPP-A по отношению к IGFBP-4 

являются два протеолитических фрагмента: N-концевой (NT-IGFBP-4) и C-
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концевой (CT-IGFBP-4) [8]. Протеолитические фрагменты белка IGFBP-4 

рассматриваются как прогностические биомаркеры различных ССЗ. В ряде работ 

показано, что повышение уровня фрагментов IGFBP-4 в крови ассоциировано с 

возрастанием риска развития ОКС у пациентов с ишемической болезнью сердца 

(ИБС) и повышением риска летального исхода от ССЗ у больных диабетом 1 типа 

[5, 9, 10]. Недавно было показано, что повышение в крови больных СН уровня 

фрагментов NT- и CT-IGFBP-4 ассоциировано с возрастанием риска летального 

исхода. Также было показано, что у больных острой сердечной недостаточностью 

CT-IGFBP-4 является прогностическим маркером риска летального исхода [11].  

Как было сказано выше, биодоступность IGF регулируется путем протеолиза 

белков IGFBP, в частности, регуляция биодоступности IGF осуществляется 

протеазой PAPP-A за счет её специфической протеолитической активности по 

отношению к IGFBP-4. Результатом этого процесса является выcвобождение IGF 

из комплекса с IGFBP-4 и взаимодействие IGF с рецептором. Повышение уровня 

фрагментов IGFBP-4 может свидетельствовать об увеличении концентрации IGF в 

примебранном пуле клеток. В зависимости от действующей концентрации IGF 

может обладать как кардиопротекторными свойствами, так и действовать, как 

индуктор патологических состояний миокарда, в частности гипертрофии. 

В этой связи тонкая регуляция концентрации IGF в примембранном пуле 

клетки чрезвычайно важна для нормального функционирования сердца и также 

может опосредовать развитие адаптивных реакций при патологических 

изменениях миокарда. Как упоминалось ранее, патологическая гипертрофия 

миокарда зачастую сопровождает многие ССЗ. Также несмотря на то, что на 

сегодняшний день было проведено множество исследований, демонстрирующих 

повышение концентрации фрагментов IGFBP-4 в крови пациентов до развития 

осложнений ССЗ, до сих пор не было показано, что протеолиз IGFBP-4 под 

действием PAPP-A происходит в сердечной ткани в норме. Таким образом 

исследование роли PAPP-A как регулятора биодоступности IGF в сердечной ткани 

в норме и при гипертрофии является актуальной задачей как с прикладной 

биомедицинской, так и с фундаментальной научной точек зрения.  
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Цели и задачи работы 

Целью настоящей работы являлось исследование роли протеазы PAPP-A в 

сердечной ткани в норме и при гипертрофии.  

Для достижения данной цели нами были поставлены следующие задачи: 

1. Разработать и охарактеризовать модельные системы для исследования 

протеолиза IGFBP-4 под действием PAPP-A в кардиомиоцитах в норме; 

2. Изучить особенности протекания протеолитического расщепления IGFBP-4 

под действием PAPP-A, используя разработанные модельные системы; 

3. Разработать и охарактеризовать модельные системы для исследования 

протеолиза IGFBP-4 под действием PAPP-A в кардиомиоцитах при 

гипертрофии;  

4. Исследовать особенности протекания протеолиза IGFBP-4 под действием 

PAPP-A в культурах кардиомиоцитов, переведённых в гипертрофированное 

состояние. 

 

Основные положения, выносимые на защиту 

1. Разработанная комбинация трёх независимых подходов к моделированию 

миокарда на клеточном уровне позволяет получить более полное 

представление о процессах, протекающих в сердце в физиологических 

условиях;  

2. Протеолитическое расщепление IGFBP-4 под действием PAPP-A в норме 

протекает как на поверхности клеток, так и в кондиционированной среде, 

способствуя взаимодействию IGF с его рецепторами на поверхности клеток. 

3. Наблюдаемое усиление протеолиза IGFBP-4 под действием PAPP-A, 

приводящее к высвобождению IGF, может служить как компенсаторным 

механизмом негативных последствий гипертрофии, так и механизмом, 

усиливающим эти изменения. 

 



 
 

 14 

Научная новизна и практическая значимость работы 

Данная работа посвящена изучению протекания PAPP-A-опосредованного 

протеолиза IGFBP-4 в сердечной ткани в норме и при гипертрофии. Модуляция 

данного процесса напрямую связана с изменением либо уровня экспрессии PAPP-

A, либо активности данной протеазы. Для исследования данного процесса были 

получены и охарактеризованы первичные культуры кардиомиоцитов из 

неонатальных и взрослых крыс, а также разработаны две модели гипертрофии in 

vitro с использованием эндотелина-1 и норадреналина, основанные на первичной 

культуре кардиомиоцитов крысы и на кардиомиоцитах, полученных из 

индуцированных плюрипотентных стволовых клеток человека, а также модель 

развития гипертрофии in vivo, основанная на индукции лёгочной гипертензии у 

взрослых крыс под действием монокроталина.  Полученные в ходе работы данные 

впервые свидетельствуют о том, что PAPP-A опосредованный протеолиз IGFBP-4 

происходит в кондиционированной среде кардиомиоцитов в трёх различных 

модельных системах, специфичность PAPP-A ассоциированного протеолиза 

IGFBP-4 была показана с использованием пар антител, специфичных к неоэпитопу, 

образующемуся на концах фрагментов IGFBP-4 после специфического протеолиза 

под действием PAPP-A. Дополнительным доказательством  протеолитического 

расщепления IGFBP-4 под действием  PAPP-A в кондиционированной среде 

кардиомиоцитов является преимущественное протекание протеолиза IGFBP-4 в 

присутствии IGF-II, так как известно, что PAPP-A ассоциированный протеолиз 

IGFBP-4 происходит эффективнее, когда IGFBP-4 находится в комплексе с IGF. 

Также было показано заметное снижение уровня протеолиза в присутствии 

специфических ингибиторов металлопротеаз – фенантролина, связвающего Zn2+, и 

ЭДТА, хелатирующего Ca2+, являющийся регулятором активного центра PAPP-A. 

В результате проведения экспериментов в присутствии гепарина, конкурентно 

взаимодействующего с SCR-остатками на конце PAPP-A, отвечающих за 

взаимодействие PAPP-A с глюкозоаминогликаном на мембране клетки, была 

определена локализация протекания данной протеолитической реакции как на 

поверхности клеток, так и во внеклеточном пространстве. Также было впервые 
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продемонстрировано, что после индукции гипертрофических изменений во всех 

исследуемых модельных системах как in vitro, так и in vivo наблюдается повышение 

уровня PAPP-A-специфичного протеолиза IGFBP-4. 

Результаты данной работы носят, с одной стороны, фундаментальный научный 

характер и расширяют понимание роли матриксной металлопротеазы PAPP-A как 

регулятора биодоступности IGF в сердечной ткани в норме и при гипертрофии, а, 

с другой стороны, открывают новые возможности для создания терапевтических 

подходов для лечения ССЗ, связанных с гипертрофическими изменениями 

миокарда, и  основанных на поддержании постоянной концентрации IGF. Кроме 

того, полученные данные предоставляют возможность исследовать ранее не 

изученные механизмы развития сердечно-сосудистых патологий. 

 

Методология диссертационного исследования 

Данное исследование выполнено с использованием современных 

биохимических, культурально-биологических, иммунохимических и 

физиологических методов. 

 

Степень достоверности полученных результатов 

 Постановка цели и задач данного исследования, а также выбор методик 

и протоколов, необходимых для решения поставленных задач, основаны на анализе 

актуальных публикаций по теме исследования. Достоверность представленных 

результатов обусловлена воспроизводимостью измерений, проведенных в 

необходимом количестве биологических повторностей. Постановка всех 

проведённых экспериментов проводилась в соответствии с современными 

правилами проведения научных исследований: постановка контрольных 

экспериментов с учётом специфики выполняемой работы, статистическая 

обработка результатов с использованием подходящих критериев для каждого типа 

полученных экспериментальных данных.  
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Апробация результатов работы 

 Результаты, полученные в данной работе, были доложены на заседаниях 

кафедры биохимии биологического факультета МГУ, представлены на 46-м 

Международном Конгрессе FEBS в 2022 г. (Лиссабон, Португалия), на итоговой 

научно-практической конференции ФГБУ ФНКЦ ФХМ им. академика Ю.М. 

Лопухина ФМБА, на 12-й международной конференции «Рецепторы и 

внутриклеточной сигнализации» (Пущино, Россия), на международном конгрессе 

ISCOMS в 2023 г. (Гронинген, Нидерланды), представлены на 24-м съезде 

физиологического общества им. И.П. Павлова (Санкт-Петербург, Россия) и на 

всероссийской научной конференции «Биохимия человека – 2024» (Москва, 

Россия). 

 

Публикации 

По теме диссертационной работы было опубликовано 3 статьи в 

международных реферируемых журналах, соответствующих перечню ВАК, и 5 

тезисов сообщений, представленных на российских и международных 

конференциях: 

1. Серебряная Д.В., Адашева Д.А., Конев А.А., Артемьева М.М., Катруха 

И.А., Постников А.Б., Медведева Н.А., Катруха А.Г.  Протеолиз IGFBP-4 под 

действием PAPP-A в первичной культуре неонатальных кардиомиоцитов крысы в 

норме и при гипертрофии // Биохимия. – 2021. – Т. 86. – №. 11. – С. 1620–1634  

Serebryanaya D.V., Adasheva D.A., Konev A.A., Artemieva M.M., Katrukha I.A., 

Postnikov A.B., Medvedeva N.A., Katrukha A.G. IGFBP-4 Proteolysis by PAPP-A in a 

Primary Culture of Rat Neonatal Cardiomyocytes under Normal and Hypertrophic 

Conditions // Biochemistry (Moscow). – 2021. – Vol. 86. – No. 11. – P. 1395–1406  

2. Adasheva D.A., Lebedeva O.S., Goliusova D.V., Postnikov A.B., Teriakova 

M.V., Kopylova I.V., Lagarkova M.A., Katrukha A.G., Serebryanaya D.V. PAPP-A-

Specific IGFBP-4 Proteolysis in Human Induced Pluripotent Stem Cell-Derived 

Cardiomyocytes // International Journal of Molecular Sciences. – 2023. – Vol. 24. – 

No. 9. – P. 8420.  
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3. Адашева Д.А., Серебряная Д.В. IGF-сигнальный путь в сердце в норме и 

при патологических состояниях // Биохимия. – 2024. – Т.  89. – №8. – С. 1402–1428. 

Adasheva D.A., Serebryanaya D.V. IGF Signaling in the Heart in Health and Disease 

// Biochemistry (Moscow) – 2024. – Vol. 89. – No. 8. – P. 1402–1428 

Личный вклад автора 

Личный вклад соискателя присутствует на всех этапах работы, начиная от 

отработки используемых методик и завершая получением экспериментальных 

данных, их обработки, обсуждения результатов, подготовки статей и тезисов 

конференций. 

Структура и объём работы 

Диссертационная работа изложена по стандартному плану и состоит из 

введения, обзора литературы, раздела «Материалы и методы», полученных 

результатов и их обсуждения, заключения, выводов и списка цитируемой 

литературы, в который входит 305 библиографических ссылок. Работа изложена на 

200 страницах печатного текста, содержит 31 рисунок и 1 таблицу. 

 
 

  



 
 

 18 

ОБЗОР ЛИТЕРАТУРЫ 

1. Мышечная ткань сердца: структура, основные типы клеток и функция 

в организме человека  

Сердце человека – это сложноустроенный орган, состоящий из четырёх 

морфологически и функционально различающихся камер: двух предсердий и двух 

желудочков. Камеры сердца разделены между собой межпредсердной и 

межжелудочковой перегородками, а однонаправленность тока крови 

обеспечивается атриовентрикулярным и желудочковоартериальным клапанами. За 

счёт низкого давления венозная кровь из сердца продвигается в лёгкие, где 

насыщается кислородом. Насыщенная кислородом артериальная кровь сначала 

поступает в левое предсердие и желудочек, после чего кровь транспортируется по 

всему организму. Управление ритмом мышечных сокращений осуществляет 

электрофизиологическая система, которая передает электрические импульсы от 

синоатриального узла к атриовентрикулярному узлу и вдоль волокон Пуркинье к 

верхушке сердца, где и начинается сокращение. Анатомическая и функциональная 

сложность сердца требует чёткой и слаженной работы гетерогенных популяций 

клеток для обеспечения непрерывного сокращения и расслабления при действии 

различных факторов, одновременно влияющих на каждую из камер сердца. 

Сердечная мышечная ткань гетерогенна по своему клеточному составу и 

представлена различными типами клеток: кардиомиоцитами, фибробластами, 

клетками сосудистого эндотелия, адипоцитами и гладкомышечными клетками 

сосудов (рис.1).  
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Рисунок 1. Строение сердечной ткани. Описание в тексте.  

При этом в состав сердечной мышцы в основном входят два типа клеток: 

кардиомиоциты и фибробласты [12]. Отдельные типы клеток различаются внутри 

своей популяции и формируют субпопуляции. Например, кардиомиоциты 

желудочков и предсердий отличаются друг от друга, что было показано при 

исследовании библиотек РНК, полученных из этих двух субпопуляций. А 

желудочковая субпопуляция, в свою очередь, включает в себя 5 групп (vCM1-

vCM5, групп желудочковой популяции кардиомицитов) [13].  

 Так или иначе, все типы клеток, перечисленные выше, связаны между собой 

клеточными контактами, и обеспечивают нормальное функционирование сердца. 

Для обеспечения проводимости электрических импульсов, кардиомиоциты и 

фибробласты соединены посредством белков коннексинов [12].  

1.1 Эндотелиальные клетки 

Клетки сосудистого эндотелия осуществляют вазомоторный контроль 

коронарных артерий, поддерживая оптимальный уровень кислорода в миокарде. 
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Также клетки эндотелия выполняют секреторную роль, экспрессируя различные 

белковые факторы, которые, например, могут помогать кардиомиоцитам отвечать 

на гемодинамический стресс [14]. Одним из таких факторов является 

представитель семейства эпидермальных факторов роста нейрегулин-1 (NRG-1). 

NRG-1, связываясь со своим рецептором ErbB2, запускает клеточные процессы, 

необходимые для регуляции и поддержания нормального развития сердца и 

нервной системы [15]. Ещё одним нейрогуморальным регулятором, который 

экспрессируется клетками эндотелия, является апелин. Апелин связывается со 

своим рецептором APJ и играет одну из ключевых ролей в сердечно-сосудистой 

системе. Являясь вазодилататором, данный белок регулирует сократимость 

миокарда и влияет на водный гемостаз [16].  

1.2. Кардиомиоциты  

Кардиомиоциты составляют от 20 до 35% всех клеток сердца и именно они 

обеспечивают сокращение, благодаря которому кровь осуществляет транспорт 

кислорода и питательных веществ ко всем клеткам тела [17]. Как правило, среди 

кардиомиоцитов выделяют клетки-водители ритма, а также клетки, отвечающие 

непосредственно за сокращение. В миокарде кардиомиоциты соединены между 

собой с помощью вставочных дисков (рис.1). Во вставочном диске выделяют 

поперечные и продольные участки. Поперечные участки содержат много 

межклеточных контактов – десмосом и обеспечивают прочность соединения 

кардиомиоцитов. В продольных участках присутствует много межклеточных 

контактов типа «нексусов», которые образуют узкие каналы между соседними 

клетками. Через эти каналы способна проходить вода и ионы, что создаёт условия 

для свободного прохождения электрического тока с одного кардиомиоцита на 

другой. Таким образом, наличие нексусов обеспечивает электрическое сопряжение 

кардиомиоцитов, необходимое для быстрого распространения возбуждения по 

всему миокарду, что необходимо для его синхронного сокращения. Также 

кардиомиоциты способны к регенерации своей популяции после повреждения, что 

было показано на таких модельных объектах, как Danio rerio [18]. Для обеспечения 
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работы всех типов клеток сердца как единого целого, кардиомиоциты секретируют 

кардиокины - белки и пептиды для осуществления паракринной регуляции между 

различными популяциями клеток. Анализируя концентрацию кардиокинов в 

плазме крови, можно судить о различных патологических состояниях сердца. 

Кардиокины включают факторы роста, эндокринные гормоны, цитокины, белки 

внеклеточного матрикса и пептиды, которые важны для поддержания нормального 

роста и функционирования сердца, а также в качестве сигнальных медиаторов в 

ответ на различные стрессы. Хорошо известные кардиокины, индуцируемые 

стрессом, включают натрийуретические пептиды A (ANP) и B (BNP), которые 

действуют как кардиопротекторы для клеток сердечной ткани [19].  

Способность кардиомиоцитов к сокращению обусловлена наличием 

упорядоченных структур цитоскелета – саркомеров. Саркомер кардиомиоцитов 

представлен несколькими белками, расположенными между двумя Z-дисками: 

тонкими филаментами актина, образующими двуспиральную протяжённую 

структуру, толстыми филаментами миозина, а также тропомиозином, 

гетеротримерным тропониновым комплексом и некоторыми другими белками. 

Внутри саркомер разделён на так называемые дисковые зоны. В середине 

саркомера выделяют Н-зону, которая состоит только из толстых филаментов, в 

центре Н-зоны выделяют М-диск. М-диск расположен в центре саркомера и 

состоит из рядов, образованных сцепленными между собой концами толстых 

филаментов миозина. По бокам от М-диска расположены А-диски (анизотропные 

диски) саркомера, образующиеся перекрытием толстых и тонких филаментов. 

Далее выделяют I-диски (изотропные диски) саркомера, представляющие собой 

светлые участки справа и слева от А-дисков, соответствующие участку, где 

располагаются только тонкие филаменты актина. Тропониновый комплекс сердца 

человека включает в себя три основных белка: тропонин С (cTnC), способный 

связываться с ионами Ca2+ и запускать сокращение; тропонин I (cTnI), 

препятствующий сокращению в отсутствии ионов Ca2+, связанного с cTnC, и 

тропонин Т (cTnT), который отвечает за взаимодействие между тропониновым 
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комплексом и тропомиозином (Tm) [20]. Совместно эти белки реализуют и 

регулируют функцию сокращения кардиомиоцитов в частности, и сердца в целом.  

1.3. Фибробласты  
 
Одной из основных функций фибробластов мышечной ткани сердца, 

составляющих до 2/3 от всей ткани сердца, является формирование внеклеточного 

матрикса (extracellular matrix – ECM). Основными компонентами такого 

внеклеточного матрикса являются белки фибронектин, ламинин, а также коллаген 

I и III типов. Данная белковая внеклеточная сеть является очень динамичной 

структурой и может претерпевать реорганизацию в ответ на действие различных 

сигнальных молекул. Так, активаторами создания ECM являются такие 

сигнальные молекулы, как ангиотензин II (Ang II), инсулиноподобный фактор 

роста I (IGF-I), трансформирующий ростовой фактор бета (TGF-beta) и другие 

[21]. Фибробласты продуцируют коллаген, эластин, глюкозоаминогликаны и 

другие компоненты внеклеточного матрикса, и обеспечивают структурную 

поддержку и эластичность сердечной ткани.  Фибробласты играют важную роль 

в заживлении сердечной ткани, формируя фиброзную ткань после повреждения. 

Развитие фибротических изменений поврежденных тканей миокарда является 

важным компенсаторным механизмом, помогающим сердцу справиться с 

нарушениями в своей работе. 

Клетки миокарда, как и любые другие клетки сердечно-сосудистой системы, 

реагируют на изменения в окружающей среде, благодаря системам клеточной 

сигнализации. Активация механизмов передачи сигналов внутрь клетки в ответ 

на тот или иной стимул приводит к развитию адаптивного клеточного ответа, а 

нарушения в их функционировании могут вызывать развитие различных 

патологических состояний. 
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2. Основные ССЗ и патологические изменения в миокарде и сосудах 

Сердечно-сосудистые заболевания (ССЗ) являются главной причиной 

преждевременной смерти и инвалидности населения в промышленно-развитых 

странах. Поскольку диагностика и лечение сердечно-сосудистых заболеваний 

требуют существенных финансовых расходов, они также оказывают значительное 

социально-экономическое влияние на население в целом. Существует большое 

количество типов ССЗ – как наследственных, так и приобретённых – среди которых 

можно выделить ИБС, кардиомиопатии, синдром Марфана, аритмия, тромбоз 

глубоких вен, болезни перикарда и другие. За долгие годы исследований ССЗ был 

выявлен ряд факторов риска их развития, значительная доля которых связана с 

образом жизни пациентов: ожирение, курение, гиподинамия, гипертония и т.д. 

Возникновение многих ССЗ зачастую связано с атеросклеротическими 

изменениями сосудов, которые приводят к развитию таких заболеваний, как 

ишемическая болезнь сердца (ИБС) и тромбоэмболия, что в итоге может приводить 

к инфаркту или инсульту. В некоторых случаях развитие ССЗ связано с 

патологическими изменениями сердечной мышцы, как, например, в случае 

хронической сердечной недостаточности, различных видов аритмий, 

кардиомиопатий и приобретённых пороков сердца. Большинство заболеваний 

сердечной мышцы сопровождаются развитием такого патологического состояния, 

как гипертрофия.  

2.1. Патологическая гипертрофия сердечной мышцы и механизм её 

возникновения под действием эндотелина-1 и норадреналина  

Гипертрофия кардиомиоцитов (увеличение клеток в размерах) является 

адаптивным ответом клеток на усиление биомеханического стресса. При 

гипертрофии клетки сердца претерпевают существенное изменение 

транскрипционной программы. Выделяют два основных типа гипертрофии: 

физиологическая и патологическая. Патологическая гипертрофия сопровождается 

повышенной экспрессией натрийуретических пептидов ANP и BNP, а также 
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снижением уровня экспрессии α-изоформы тяжёлой цепи миозина (α-MHC) с 

одновременным увеличением экспрессии β-изоформы тяжёлой цепи миозина (β-

MHC). Длительная патологическая гипертрофия миокарда приводит к 

возникновению сердечной недостаточности и в большинстве случаев ведёт к 

смерти [22]. При физиологической гипертрофии подобных изменений не 

наблюдается [23]. Кроме этого, при патологической гипертрофии наблюдается 

снижение количества кардиомиоцитов, тогда как при физиологической 

гипертрофии их количество остаётся неизменным [24]. Патологическую 

гипертрофию можно инициировать добавлением специальных индукторов, 

например, эндотелина-1 и норадреналина [23, 25], используя для этого 

изолированные культуры кардиомиоцитов или вызвать её физиологическое 

развитие у модельных животных.  

3. Различные подходы к исследованию патологической гипертрофии 

Существующие на сегодняшний день модельные системы для исследования 

патологической гипертрофии можно условно разделить на in vitro модели, в 

которых используются клеточные культуры, и in vivo клеточные модели, 

основанные на естественном физиологическом развитии гипертрофических 

изменений в результате действия прогипертрофических агентов или 

операционного вмешательства. Рассмотрим in vitro клеточные модели для 

индукции сердечной гипертрофии. Как упоминалось выше, ткань сердечной 

мышцы гетерогенна и представлена различными типами клеток, что сильно 

затрудняет изучение роли отдельных клеточных популяций в функционировании 

сердечной мышцы в норме и при патологических состояниях. Широко 

используемым подходом для исследования молекулярных механизмов 

функционирования сердечной ткани является получение изолированной культуры 

кардиомиоцитов. Использование первичной культуры кардиомиоцитов, 

полученной непосредственно из сердца, имеет ряд ограничений, главным из 

которых является гетерогенность финальной культуры (содержание 

кардиомиоцитов в ней составляет 70-90%, остальная часть клеток представлена 
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фибробластами, гладкомышечными клетками и клетками эндотелия). 

Контаминация другими типами клеток сердечной ткани может вносить свой вклад 

в изучаемые молекулярные механизмы, влияя на исход эксперимента. Также 

результаты, полученные с использованием данной модельной системы, слабо 

отражают реальные физиологические процессы, происходящие в миокарде при 

гипертрофии. Тем не менее, данная in vitro модельная система по физиологическим 

свойствам кардиомиоцитов является наиболее приближенной к кардиомиоцитам 

сердечной мышцы.  

Также для подобного рода исследований можно использовать 

иммортализованные линии кардиомиоцитов, использование которых широко 

описано в литературе  [26–29]. Существуют линии H9С2 и HL-1 - это 

иммортализованные линии кардиомиоцитов, полученные из левого желудочка 

эмбриона крысы и предсердия взрослой мыши. Эти клетки имеют простые 

протоколы культивирования и довольно дешевы в использовании [26]. 

Сравнительный морфологический анализ с первичными клеточными культурами 

показал, что как H9C2, так и HL-1 характеризуются кардиальным фенотипом, что 

также подтверждается исследованиями экспрессии мРНК. Транскриптомный 

анализ выявил биохимическое и биоэнергетическое сходство с первичными 

кардиомиоцитами [26, 27]. Учитывая все ограничения, связанные с 

использованием иммортализованных клеточных линий (прежде всего, изменения 

клеточного цикла, которые могут привести к генетическим и фенотипическим 

изменениям) [28], кардиомиоциты, дифференцированные из ИПСК привлекают 

большее внимание благодаря их человеческому происхождению и более высокой 

степени сходства с клетками сердца человека. ИПСК – это клетки, которые 

получают из соматических клеток взрослого организма. Основным преимуществом 

таких клеток является их способность дифференцироваться в клетку любого типа 

под влиянием ряда факторов, среди которых основную роль играют 

транскрипционные факторы. Получение ИПСК было впервые проведено Яманака 

и соавторами в 2006 году. Авторами было выявлено более 20 факторов, которые 
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отвечают как за приобретение, так и за поддержание статуса плюрипотентности. 

Основными транскрипционными факторами, с использованием комбинации 

которых авторам удалось перевести в плюрипотентное состояние мышиные 

эмбриональные фибробласты, являлись Oct4 (Octamer-4, участвует в 

самообновлении недифференцированных эмбриональных клеток), SOX2 (Sex 

determining region-Y Transcription factor 2, необходим для поддержания и 

самообновления эмбриональных стволовых клеток), c-Myc (myelocytomatosis 

proto-oncogene, протоонкогенный белок, клеточный гомолог миелоцитоматозного 

вирусного онкогена, который регулирует клеточный метаболизм и пролиферацию) 

и KLF4 (Kruppel Like Factor 4, регулирует пролиферацию, дифференцировку и 

апоптоз соматических клеток) [30]. Таким образом, различные типы клеток из 

ИПСК можно получать, обрабатывая их разнообразными агентами. Например, 

культуру кардиомиоцитов из ИПСК можно получить, воздействуя на ИПСК 

активином А (представитель надсемейства лигандов TGF-beta) и фактором BMP4. 

Несомненным плюсом такого методологического подхода по сравнению с 

подходом, основанным на получении первичной культуры, является степень 

чистоты финальной культуры кардиомиоцитов, которая при успешной 

дифференцировке достигает 95-100%. Таким образом, если необходимо оценить 

вклад конкретного типа клеток, входящего в состав той или иной ткани, модель, 

построенная на клеточной культуре, полученной из ИПСК, является наиболее 

подходящей.  

В случае, когда изначально ИПСК были получены от донора с определённым 

генетическим заболеванием, их можно дифференцировать в различные типы 

клеток, и используя такие клетки с патологическим генотипом исследовать 

молекулярные механизмы, сопровождающие то или иное заболевание, а также 

разрабатывать различные стратегии лечения. В случае, если донор является 

здоровым, можно получать трансгенные линии различных типов клеток для 

моделирования развития различных патологических состояний [31]. Помимо этого, 

ИПСК и дифференцированные из них клетки используются в таких отраслях, как 
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регенеративная медицина и трансплантология. Существенным недостатком данной 

модели является неполная зрелость полученных дифференцированных клеток, 

которую зачастую наблюдают в случае культур кардиомиоцитов. Среди 

морфологических параметров отличающихся в кардиомиоцитах полученных из 

ИПСК по сравнению с нативными зрелыми кардиомиоцитами выделяют разницу 

как в размерах клеток в целом – кардиомиоциты из ИПСК имели меньшие размеры, 

чем взрослые кардиомиоциты, так и значительные различия в соотношении длины 

и ширины клеток – взрослые кардиомиоциты имеют большую длину относительно 

ширины и четкую цилиндрическую форму, а кардиомиоциты из ИПСК не имеют 

четко выраженной цилиндрической формы, и, наоборот, представлены клетками 

самой различной формы. Помимо этого, наблюдались различия в количестве 

митохондрий – зрелые кардиомиоциты имели большее число митохондрий, а у 

кардиомиоцитов, полученных из ИПСК, отсутствовали Т-трубочки в отличие от 

взрослых кардиомиоцитов.  Также был проведен сравнительный анализ 

ультраструктур саркомеров зрелых кардиомиоцитов по сравнению с 

кардиомиоцитами, дифференцированными из ИПСК. Мониторинг уровней 

экспрессии саркомерных белков, таких, как сердечный тропонин Т, сердечный 

тропонин I, α-актинин и β-миозин с тяжелой цепью (β-MHC), обеспечивает 

базовую оценку успешной дифференцировки и созревания кардиомиоцитов, 

дифференцированных из ИПСК. Полимеразная цепная реакция, совмещенная с 

реакцией обратной транскрипции и иммуноцитохимический анализ, проведённые 

различными научными группами, подтвердили экспрессию саркомерных генов в 

кардиомиоцитах, дифференцированных из ИПСК. [32–34] Поскольку 

относительно незрелые кардиомиоциты также экспрессируют эти белки, 

обнаружение саркомерных генов не следует использовать в качестве единственной 

оценки созревания. Электронная микроскопия показала, что кардиомиоциты, 

дифференцированные из ИПСК, обладают незрелыми ультраструктурными 

характеристиками с различной степенью саркомерной организации [35, 36]. 

Зачастую данные проблемы решаются с помощью длительного культивирования 

кардиомиоцитов, дифференцированных из ИПСК – более 120 дней [37], 
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позволяющего улучшить такие параметры, как высвобождение кальция и скорости 

его обратного захвата, амплитуду потенциала действия, а также увеличение силы 

сокращения кардиомиоцитов. Несмотря на то, что длительное культивирование 

улучшает многие показатели созревания кардиомиоцитов, этот подход 

существенно снижает производительность культур кардиомиоцитов. Поэтому 

многие лаборатории в настоящее время пытаются ускорить и усовершенствовать 

дифференцировку кардиомиоцитов другими способами, такими как 

культивирование на более жёстких субстратах, так как в процессе эмбрионального 

и раннего постнатального развития происходит накопление коллагена во 

внеклеточном матриксе [38, 39].  

В естественных условиях кардиомиоциты подвергаются воздействию 

физических факторов, которые влияют на их морфологические признаки, и 

позволяют приобретать удлиненную форму и форму стержня. Было убедительно 

продемонстрировано, что форма кардиомиоцитов регулирует выравнивание 

саркомеров [40]. Таким образом, потенциальным способом созревания 

кардиомиоцитов является разработка усовершенствованных систем 

культивирования клеток, которые имитируют топографические характеристики 

микроокружения in vivo. Другим способом является электрическая стимуляция. В 

естественных условиях, кардиомиоциты постоянно подвергаются воздействию 

электрических сигналов, которые способствуют их синхронному сокращению. 

Было высказано предположение, что электрическая стимуляция кардиомиоцитов, 

дифференцированных из ИПСК, может способствовать их созреванию [41, 42]. 

Ещё одним подходом решения проблемы «незрелости» кардиомиоцитов, 

дифференцированных из ИПСК, является использование так называемых 

биохимических сигналов: агонистов адренергических рецепторов [43], IGF-I [44] и 

микроРНК [45]. Было показано, что воздействие IGF-I на неонатальные 

кардиомиоциты крысы приводило к усилению регуляции экспрессии легкой цепи 

миозина-2 и тропонина-I, что приводит к удвоению размеров клеток и повышению 

синтеза белка [44]. 
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Все перечисленные выше типы клеточных культур кардиомиоцитов 

подробно описаны в литературе и широко используются для моделирования 

различных патологических состояний и заболеваний сердечной мышцы [31, 46]. 

Далее будут подробно рассмотрены некоторые in vitro и in vivo модели, 

используемые в настоящее время для индукции гипертрофии.  

3.1  In vitro модели для индукции патологической гипертрофии в миокарде  

In vitro модельные системы развития гипертрофии кардиомиоцитов 

основаны на действии таких прогипертрофических агентов, как эндотелин-1 и 

норадреналин. Главной отличительной чертой в механизмах развития 

патологической гипертрофии по сравнению с нормальной гипертрофией является 

вовлечение в процесс рецепторов, ассоциированных с G-белками – GPCR (G-

protein coupled receptors). Агонистами таких рецепторов являются гормоны 

эндотелин-1 (ET-1) и ангиотензин II (Ang II). ET-1 является гормоном белковой 

природы, регулирующим ряд процессов, вовлеченных в развитие заболеваний 

сердечно-сосудистой системы [47]. Недавние исследования показывают, что 

наблюдается повышение уровня эндотелина-1 в плазме крови женщин с 

ишемической болезнью сердца [48]. На сегодняшний день обнаружены три типа 

эндотелинов (эндотелин-1, эндотелин-2 и эндотелин-3), гены которых 

расположены в хромосомах 6, 1 и 20, соответственно. Эндотелины различных 

типов экспрессируются преимущественно в печени, однако также показана их 

экспрессия в сердце. Они взаимодействуют с разными типами GPCR – ETA, ETB1, 

ETB2 и ETC. Эндотелин-1 экспрессируется преимущественно в сердечной ткани, где 

он способен связываться с двумя типами рецепторами ETB и ETA. ETA является 

превалирующим в кардиомиоцитах по сравнению с ETB (доля рецепторов ETA в 

сердце – 90%) [24].  Эндотелин-1 кодируется геном EDN1. В результате трансляции 

образуется предшественник prepro-ET-1 длиной 203 аминокислотных остатка, 

который впоследствии процессируется эндопептидазой до pro-ET-1, включающего 

в себя 39 аминокислотных остатков. Окончательный процессинг осуществляется 
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эндотелин-конвертирующим ферментом (ECE). Показано, что ECE участвует в 

финальном процессинге всех трёх типов эндотелина. Индукция экспрессии 

эндотелина-1 осуществляется благодаря действию таких факторов, как тромбин, 

инсулин, ангиотензин II, а ингибирование экспрессии - за счёт повышения уровня 

оксида азота II (NO) или уровня cGMP [49].  

 

Рисунок 2. Эндотелин-1. А – строение молекулы эндотелина-1; Б – механизм 

индукции гипертрофии под действием эндотелина-1. Описание в тексте.  

Кроме GPCR в развитии патологической гипертрофии участвуют такие 

сигнальные молекулы, как митоген-активируемые протеинкиназы (MAPKs), 

протеинкиназа С (PKC), протеинкиназа D (PKD) и кальцинейрин. Как было сказано 

выше, с рецепторами эндотелина-1 ассоциированы гетеротримеры G-белков, 

которые участвуют в дальнейшей передаче сигнала. При взаимодействии лиганда 

с рецептором происходит диссоциация тримера G-белков на мономер Gα, 

остающийся ассоциированным с рецептором, и на димер Gβγ, который 

диссоциирует от рецептора. Дальнейшая передача сигнала через Gα и Gβγ 

приводит к ряду событий, ведущих к гипертрофии: реорганизации саркомеров, 

изменению транскрипционной программы клеток, а также изменению процесса 

трансляции [24] (рис. 2Б). Механический стресс, испытываемый клетками при 
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таком механизме возникновения гипертрофии, аналогичен гипертрофии в ответ на 

биомеханический стресс клеток сердечной мышцы. В обоих случаях клетки 

сердечной мышцы экспрессируют натрийуретические пептиды A и B, что 

позволяет определять развитие гипертрофии по возрастанию концентраций ANP и 

BNP.  

 Другим индуктором гипертрофии миокарда является норадреналин, который 

представляет собой нейромедиатор, отвечающий за передачу нервного импульса 

как в центральной, так и в периферической нервной системе (рис. 3А). Показано, 

что усиление активности адренергической нервной системы играет одну из 

ключевых ролей в возникновении гипертрофии. В норме норадреналин 

связывается с адренергическими рецепторами, при этом доминирующей 

изоформой таких рецепторов в сердечной ткани является β1-адренорецептор (β1-

AR). Этот факт был установлен Симпсон и соавторами, которые, используя 

культуру неонатальных кардиомиоцитов, показали, что норадреналин-

опосредованная индукция гипертрофии происходит именно через β1-AR с 

применением специфических ингибиторов этого класса рецепторов – празозина и 

теразозина [25]. Рецепторы β1-AR индуцируют синтез циклической формы AMP – 

cAMP, которая, в свою очередь, активирует протеинкиназу А (PKA) и белок, 

активируемый cAMP. PKA фосфорилирует ряд последующих участников данного 

каскада, которые играют ключевую роль в клеточном метаболизме ионов Ca2+ (рис. 

3Б), что приводит к развитию гипертрофии.  

Среди эффектов норадреналин-опосредованной гипертрофии выделяют 

нарушение метаболизма Ca2+, повышенную экспрессию фосфоламбана, 

повышение уровня cАМP, а также гиперфосфорилирование PKA. В нескольких 

работах отмечено увеличение размера ядра, повышение активности каспаз и 

индуцирование митохондриально-опосредованных стрессовых реакций  [50]. 

Развитие гипертрофии под действием норадреналина ингибируется алкалоидом 

стахидрином [51]. Ещё одним ингибитором действия норадреналина в развитии 
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гипертрофии является резвератрол, который активирует сигнальный путь 

NO/AMPK (NO – оксид азота, АМP-зависимая протеинкиназа) [52].  

 
Рисунок 3. Норадреналин. А – строение молекулы норадреналина; Б – механизм 

индукции гипертрофии под действием норадреналина.  

 

Участие норадреналина в развитии гипертрофии доказали Рапасиуоло и 

соавторы. Они создали линию крыс Dbb-/-, у которых был нокаутирован ген 

дофаминовой бета-гидролазы, которая участвует в синтезе норадреналина из 

дофамина. При индукции гипертрофии у таких крыс под действием избыточного 

давления в отсутствии норадреналина не наблюдалось увеличения размеров 

кардиомиоцитов и сердца в целом [53]. Помимо этого, возникновение гипертрофии 

под действием норадреналина может быть связано с ремоделированием 

коллагенового матрикса кардиомиоцитов. Увеличение кардиомиоцитов в размере 

напрямую связано с повышенным синтезом коллагена. По всей видимости, 

норадреналин может нарушать баланс между формированием и деградацией 

внеклеточного и клеточного матрикса. Важную роль в регуляции динамики 

матрикса также играет TGF- β1, экспрессия которого возрастает при длительном 

воздействии норадреналина на кардиомиоциты [50, 54].  

 

3.2  In vivo моделирование гипертрофического ответа в сердечной ткани 
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На сегодняшний день существует множество подходов к моделированию СН 

и, в частности, гипертрофии миокарда in vivo (рис. 4).  

 
Рисунок 4. In vitro и in vivo подходы к моделированию патологической гипертрофии 

миокарда. 

 
Артериальная гипертензия является одним из основных состояний, 

приводящих к сердечной недостаточности (СН). При артериальной гипертензии 

происходит интенсификация воспалительных процессов в сердечной мышце и 

существенно меняется метаболизм. Дополнительно картина может усугубляться 

при повышении давления в левом желудочке, что в свою очередь будет приводить 

к разрастанию фибробластов и гипертрофии клеток гладкой мускулатуры сосудов. 

При таких изменениях повышается нагрузка на стенки миокарда, что вызывает 

гипертрофию левого желудочка (ЛЖ) как компенсаторный механизм на 

повышение давления [55]. Наиболее распространенной моделью для изучения 

сердечной недостаточности, вызванной артериальной гипертензией, является 

введение дезоксикортикостерона ацетата (DOCA) мышам при одновременном их 

обеспечении питьевой водой с высоким содержанием соли (1% NaCl). В таких 
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условиях возникает повышенная реабсорбция натрия и воды в почках, что 

приводит к высокому кровяному давлению из-за снижения соотношения 

ренин/альдостерон. Данная модель имеет некоторые ограничения. Было показано, 

что результаты, полученные с ее использованием, зависят от линии мышей, так, 

например, мыши одних линий менее восприимчивы к повреждению почек и 

гипертензии, чем другие [56]. Кроме того, было показано, что нарушение функций 

почек у самцов протекает тяжелее, чем у самок, следовательно, эффекты 

артериальной гипертензии у них более выражены. Модель DOCA приводит к 

гипертрофии сердца, фиброзу желудочков, усилению синтеза маркёров 

гипертрофии ANP и BNP, а также к инфильтрации воспалительных клеток в 

сердечную ткань [57]. Также используется введение ангиотензина II (AngII) для 

индуцирования гипертонии и хронической болезни почек у мышей. Устойчивое 

повышение уровня AngII в кровотоке приводит к вазоконстрикции, 

опосредованной AngII, артериальной гипертензии, секреции альдостерона, 

фиброзу, опосредованному трансформирующими факторами роста, и воспалению 

– весь этот спектр факторов способствует развитию гипертрофии сердца [58]. 

 Гипертрофия левого желудочка при перегрузке давлением является 

известным предвестником СН и имеет самые неблагоприятные прогнозы. 

Разработка экспериментальных моделей, воспроизводящих это явление, играет 

важную роль в развитии понимания его патофизиологии. Для изучения данной 

патологии были разработаны различные хирургические подходы, имитирующие 

адаптационные изменения, происходящие в сердце при развитии артериальной 

гипертензии. Золотым стандартом среди этих модельных систем является 

контролируемое сужение средней дуги аорты у мышей по методике Рокмана. 

Рокман и соавторы впервые описали метод поперечного сужения аорты (ПСА) и в 

настоящее время это наиболее распространенный метод изучения СН, вызванной 

перегрузкой давлением в ЛЖ [59]. ПСА вызывает увеличение постнагрузки на ЛЖ, 

что приводит к концентрической гипертрофии, интерстициальному фиброзу и 

увеличению жесткости ЛЖ, что в конечном итоге стимулирует развитие 

систолической недостаточности [60, 61].  Однако процедура ПСА не лишена 
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недостатков, поскольку она сильно зависит от исследователя, который проводит 

операцию, и обладает слабой воспроизводимостью из-за своей технической 

сложности, приводящей к различной степени сужения аорты. Гипертрофический 

ответ на ПСА и прогрессирование до СН зависят от пола, веса, возраста и 

индивидуальных генетических особенностей мышей [61]. Кроме того, диапазон 

смертности от ПСА варьирует в разных исследованиях от 6% до 45%  [61–63]. 

Недавно Мерино и соавторы [64] разработали модифицированную методику, 

которая позволяет проводить индивидуальное и полностью контролируемое 

сужение аорты, повышает эффективность и создает воспроизводимый стеноз, 

который технически легко выполнить и устранить. Алгоритм вычисляет, 

основываясь на диаметре эхокардиографической дуги, предполагаемый периметр 

в месте сужения, и подготавливается шов с соответствующим разделением двух 

узлов. Аорту дважды обвивают швом, и петля закрывается микроклипсой под 

обоими узлами. Было проведено контролируемое сужение аорты с помощью 

метода Рокмана (МР) и двойной петли зажима (double-loop-clip (DLC)) у мышей. 

DLC доказала превосходство по эффективности и большую однородность 

результатов, чем МР. Методика DLC более оптимизирована для использования на 

животных и создает последовательное и индивидуальное сужение аорты с 

однородными морфофункциональными, структурными и молекулярными 

особенностями перегрузки давлением в ЛЖ.  

Модели развития СН, индуцированные введением токсинов, или модели 

создания нейрогормонального стресса, как правило, основаны на индукции 

патологических состояний, приводящих к СН, таких как гипертония, повреждение 

почек и печени [65–67]. При использовании данных моделей индуцируется 

системное повреждение организма модельных животных вместо того, чтобы 

прицельно воздействовать на сердечно-сосудистую систему.  Хроническая 

адренергическая стимуляция является отличительной чертой хронической СН [68]. 

Чтобы прицельно исследовать этот процесс, мышам вводят изопротеренол (ИЗО), 

неселективный агонист β-адренорецепторов, с помощью имплантированного 

осмотического насоса или непрерывных инъекций. Эхокардиография показывает, 
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что гипертрофия сердца, дилатация и желудочковая дисфункция развиваются 

после 3 недель непрерывного введения ИЗО [65]. ИЗО дополнительно вызывает 

апоптоз кардиомиоцитов, приводящий к снижению способности желудочка 

сокращаться [65]. У мышей с различными генетическими предрасположенностями 

к сердечно-сосудистым заболеваниям наблюдается различное увеличение массы 

ЛЖ, гипертрофия и дилатация, а также различное уменьшение фракции выброса, 

что позволяет предположить, что дозировка ИЗО должна соответствовать 

генетическим особенностям используемых мышей [69]. Фенилэфрин является 

агонистом α-адренорецепторов, который вызывает сужение сосудов, что приводит 

к увеличению постнагрузки, то есть перенапряжению желудочка, которое 

требуется для выброса крови, и снижению функции желудочков. При введении 

мышам фенилэфрин вызывает гипертрофию миокарда ЛЖ, увеличение массы ЛЖ, 

систолическую дисфункцию и повышенную экспрессию маркеров СН – ANP и 

BNP (натрийуретического пептида A и натрийуретического пептида B) [70]. При 

внутривенном введении Ang II, другого мощного сосудосуживающего гормона, у 

мышей развивается гипертензия, сосудистое воспаление и фиброз [71]. 

Фенилэфрин и Ang II также вводили совместно для увеличения общей 

вазоконстрикции в сердечно-сосудистой системе и усиления гипертрофии. 

 Модель монокроталин-индуцированной легочной гипертензии является 

одной из широко используемых моделей для изучения этого патологического 

состояния. Эта модель используется в исследованиях как базовый инструмент для 

понимания механизмов, лежащих в основе развития легочной гипертензии и для 

оценки потенциальных терапевтических подходов. Индукция лёгочной 

гипертензии с помощью монокроталина (MКT) позволяет исследователям изучать 

процессы воспаления, гипертрофии миокарда, фиброза и ремоделирования 

сосудов, которые характерны для этого заболевания. Данная модель хорошо 

репрезентативна для некоторых аспектов лёгочной гипертензии у людей. 

Исследования с применением модели MКT-индуцированной лёгочной гипертензии 

обычно осуществляются на животных, таких как крысы или мыши. Результаты 

этих исследований позволяют выявить потенциальные новые молекулярные 
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мишени для лечения лёгочной гипертензии и разработать инновационные подходы 

к терапии. 

МКТ является 11-членным макроциклическим пирролизидиновым 

алкалоидом, вызывающим синдром лёгочного сосудистого поражения у крыс, 

характеризующийся пролиферативным лёгочным васкулитом, лёгочной 

гипертензией и кор-пульмонале - состоянием, при котором увеличивается и 

ослабляется правый желудочек сердца из-за длительного давления и перегрузки в 

лёгочной артерии или лёгочном круге кровообращения. 

 Существующие на сегодняшний день гипотезы о патогенезе монокроталин-

индуцированной пневмотоксичности предполагают, что МКТ превращается в 

реактивное метаболически активное вещество в печени, а затем транспортируется 

эритроцитами в легкие, где вызывает необратимое эндотелиальное повреждение 

(рис. 5).  

 
Рисунок 5. Экспериментальная модель МКТ-индуцированной лёгочной 

артериальной гипертензии. После введения МКТ у крысы происходит 

ремоделирование сосудов, в следствие чего развивается дисфункции эндотелия, 

что приводит к постепенному увеличению сосудистого сопротивления в легких и, 

в конечном итоге, к увеличению систолического и диастолического давления в 

правом желудочке (ПЖ), гипертрофии ПЖ, а также увеличению площади правого 

предсердия.  
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 Понимание механизмов, лежащих в основе гипертрофических патологий 

сердечной ткани, тесно связано с изучением IGF-системы. Как упоминалось ранее, 

гипертрофия миокарда является адаптивным компенсаторным механизмом, 

развивающимся в ответ на повышение нагрузки на сердце, а IGF-система является 

важнейшим регулятором роста и развития всего организма и, в частности, 

сердечно-сосудистой системы как на эмбриональном, так и на постнатальном 

этапах развития. Многие компоненты IGF-системы являются диагностическими и 

прогностическими маркёрами различных ССЗ, таких как ИБС, СН или ОКС. 

Поэтому далее мы подробнее рассмотрим IGF- систему в контексте её роли в 

сердечной ткани как в норме, так и при различных патологических состояниях. 

 

4. IGF-система и её роль в сердечной ткани в норме 
 

Система инсулиноподобных факторов роста (IGF), или IGF-сигнальная 

система, является ключевым участником в регуляции таких клеточных процессов, 

как рост, пролиферация и поддержание жизнеспособности [1]. В состав IGF-

системы входит большое количество белков, экспрессия которых показана во всех 

тканях и органах организма. При этом экспрессия этих белков значительно выше в 

эмбриональным периоде развития по сравнению с постнатальным периодом 

развития [73].  

IGF-сигнальная система включает в себя большое количество молекул, 

выполняющих разные функции: лиганды, клеточные рецепторы, лиганд-

связывающие белки, протеазы (рис. 6). В роли лигандов выступают два 

инсулиноподобных фактора роста I и II (IGF- I и IGF- II) и инсулин. К клеточным 

рецепторам IGF-сигнальной системы, которые расположены на поверхности 

клеток-мишеней и с которыми специфически взаимодействуют лиганды, относят 

рецептор IGF-I (IGF-IR), рецептор маннозо-6-фосфата/IGF-II (M6P/IGF-IIR), 

рецептор инсулина (IR) и гибридный рецептор IR/IGF-IR. Существует шесть 

высокоаффинных лиганд-связывающих белков (IGFBP 1-6), которые способны 
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связывать молекулы IGF с высоким сродством. Протеазы IGF-системы 

осуществляют расщепление лиганд-связывающих белков, что позволяет 

регулировать биодоступность IGF для их специфических рецепторов [72, 74, 75].  

Описанные выше белки-участники IGF-сигнальной системы осуществляют 

внеклеточную передачу сигналов. Во внутриклеточной передаче сигналов 

участвует, например, семейство белков IRS. Эти белки активируют такие 

сигнальные каскады, как, например, RAF-MAPK или (PI3K)-AKT-TOR. Активация 

этих сигнальных каскадов, в свою очередь, стимулирует клеточную пролиферацию 

и повышает жизнеспособность клеток.  

 
Рисунок 6. IGF-система [76].  

 
Главной функцией IGF-сигнального пути в сердечной ткани является 

регуляция гиперплазии и роста сердца в период эмбрионального развития. 

Инсулиноподобные факторы роста IGF-I и IGF-II были идентифицированы как 

наиболее важные факторы, которые стимулируют пролиферацию кардиомиоцитов 

в этот период развития организма.  
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Помимо этого, в сердечной ткани IGF обладают кардиопротекторными 

свойствами и выполняют защитные функции в сердце. Кардиопротекторные 

свойства осуществляются через их антиапоптотическое действие. Проведенные in 

vitro и in vivo исследования показали, что IGF-I обладает выраженным 

кардиопротекторным эффектом [77–80]. Помимо этого, IGF-I является фактором, 

который способен запускать митотическое деление клеток. Свою 

антиапоптотическую функцию он осуществляет не только в сердечной ткани, но и 

в клетках сосудов, включая гладкомышечные и эндотелиальные клетки [81], также 

он выполняет регуляторные функции в иммунной системе. Так, антитела к IGF-IR 

были обнаружены у пациентов с болезнью Грейвса (аутоиммунное заболевание). У 

пациентов с таким заболеванием наблюдается существенное увеличение частоты 

IGF-IR-положительных клеток иммунной системы: B- и T-лимфоцитов. 

Потенциальное участие факторов IGF-сигнального пути - IGF-I и IGF-IR - в 

патогенезе аутоиммунных заболеваний делает этот сигнальный путь одной из 

перспективных терапевтических мишеней для их лечения [82]. Проведённые 

исследования также позволяют предположить, что IGF-I, по всей видимости, 

помимо описанных выше эффектов, может обладает атеропротекторным 

действием. Это, в свою очередь, делает его перспективным терапевтическим 

агентом для возможной терапии ССЗ, которые вызваны атеросклеротическими 

изменениями сосудов [83].  

Однако, активация и/или ингибирование работы IGF-системы в сердце могут 

быть связаны с возникновением различных патологических состояний в сердечно-

сосудистой системе. Ранее было показано, что  сниженные уровни IGF-I в 

сыворотке крови коррелируют с повышенным риском ишемической болезни 

сердца и инсульта  [84, 85]. Также в ряде работ было продемонстрировано, что 

повышенный уровень протеолитических фрагментов одного из участников IGF-

системы, IGFBP-связывающего белка IGFBP-4, ассоциирован с повышением риска 

возникновения ОКС у пациентов с ишемической болезнью сердца (ИБС), острой 

сердечной недостаточностью [10], а также с увеличением риска наступления 

смерти в связи с осложнениями ССЗ у больных диабетом 1-го типа [9, 86]. Недавно 



 
 

 41 

в нашей лаборатории было показано, что концентрация протеолитических 

фрагментов IGFBP-4 повышается при таких патологических состояниях сердечной 

мышцы, как гипертрофические изменения в кардиомиоцитах [87].  В 2023 году 

Ванг и соавторы показали, что уровни IGF-I и IGFBP-2 в плазме крови пациентов 

могут являться мощными прогностическими факторами риска развития ОКС [88].   

Также было показано, что IGFBP-2 является важным биомаркёром дисфункции 

левого желудочка при дилатационной кардиомиопатии [89].  

Таким образом, несмотря на то что в ряде работ показано усиление 

кардиопротекторных и атеропротекторных эффектов в сердечной ткани после 

активации IGF-сигнального пути, некоторые исследования, напротив, 

демонстрируют активацию IGF-сигнального пути при различных патологических 

изменениях, развивающихся в сердечной ткани, таких как атеросклеротическое 

поражение сосудов и гипертрофия. 
 
4.1 Инсулиноподобные факторы роста 
 
   В геноме человека ген IGF-I располагается на длинном плече 12 хромосомы 

[90, 91]. В состав этого гена входит шесть экзонов, при этом четыре из них 

подвергаются альтернативному сплайсингу, в результате чего образуются 

различные предшественники IGF-I [23,24]. Экспрессия IGF регулируется на 

различных стадиях, таких как транскрипция, процессинг РНК и трансляция. 

Синтезированный белковый предшественник IGF-I затем превращается в 

функционально активную форму IGF-I благодаря специфическому протеолизу 

[92, 93]. Функционально активная форма IGF-I представляет собой полипептид с 

молекулярной массой 7,5 кДа, который состоит из 70 аминокислотных остатков 

и  содержит три дисульфидных связи [92]. Показано, что значительная часть 

содержащихся в крови молекул IGF-I вырабатывается клетками печени, при этом 

также показано, что IGF-I синтезируется и в других органах, осуществляя 

аутокринное или паракринное действие на клетки различных тканей. Регуляция 

синтеза IGF-I в печени является многофакторной, при этом основную роль в 

усилении экспрессии IGF-I играет гормон роста (GH), который вырабатывается 
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гипофизом. Многочисленные эксперименты по изучению эффектов от 

нарушенной экспрессии IGF-I в различных тканях демонстрируют 

противоречивые результаты. Так, например, при нарушенной экспрессии IGF-I в 

тканях печени у мышей не было показано значимых отклонений в развитии. Это 

может быть связано с компенсацией уровня экспрессии посредством IGF-I, 

который секретируется клетками мышечной ткани [94]. При проведении 

экспериментов по тканеспецифичному генетическому нокауту IGF-I в клетках 

скелетной мускулатуры у  мышей наблюдалась значительная потеря мышечной 

массы, что указывает на то, что IGF-I является значимым участником в процессе 

поддержания нормального состояния скелетной мускулатуры [95]. При 

нарушенной экспрессии IGF-I в головном мозге у мышей и крыс наблюдаются 

нарушения соматического и дендритного роста нейронов, когнитивных 

функций, памяти и терморегуляции [96, 97]. Помимо этого, IGF-I играет важную 

роль в тканях почек, лёгких и поджелудочной железы [98]. 

Ген IGF-II кодирует секретируемый одноцепочечный белок, состоящий из 67 

аминокислот, который структурно и функционально схож с IGF-I. [99, 100]. У 

мышей с нарушенной экспрессией IGF-II (генетический нокаут) наблюдается 

задержка роста во время развития, однако в постнатальном периоде рост 

происходит без изменений [101]. Фактически уровни циркулирующего в плазме 

крови IGF-II резко и значительно снижаются у мышей с наступлением 

постанатльного периода развития. Экспрессия IGF-II происходит  как в печени, так 

и в других тканях [102]. Несмотря на то, что IGF-II важен на эмбриональных 

стадиях развития и не обнаруживается в плазме крови взрослых мышей, недавние 

исследования показывают, что локальная экспрессия IGF-II в постнатальном 

периоде развития необходима в различных тканях для процессов, происходящих в 

них. Так, например, экспрессия IGF-II необходима для развития костей [103], а 

также для нейрогенеза в гиппокампе, что играет важную роль в консолидации 

памяти [104]. IGF-II, по-видимому, играет важную роль в процессе поддержания 

стволовых клеток кишечника и стволовоподобных нервных клеток [105, 106]. 
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Помимо этого, тканеспецифичное подавление экспрессии IGF-II в поджелудочной 

железе приводит к подавлению секреции инсулина [107].  

 

4.2 IGF-I и IGF-II в сердечной ткани  

 

К ключевым функциям IGF-I можно отнести регуляцию постнатального 

роста сердца и участие в антиапоптотических механизмах, осуществляемых через 

активацию различных сигнальных путей в сердце взрослого человека (PI3K/Akt и 

ERK-сигнальные пути, передача сигнала, опосредованная G-белками) [108]. 

Эксперименты по оверэкспрессии IGF-I, которые были проведены в сердечной 

ткани мыши при липополисахаридиндуцированной сократительной дисфункции 

кардиомиоцитов, позволили показать положительный эффект IGF-I на их 

выживаемость. Такие эффекты IGF-1, по всей видимости, связаны с его 

антиоксидантными свойствами в миокарде, так как избыточная экспрессия IGF-I 

приводит к снижению накопления активных форм кислорода (АФК) и, как 

следствие, к уменьшению количества поврежденных белковых молекул, а также к 

подавлению апоптотических процессов в кардиомиоцитах [109]. 

Антиапоптотическое действие IGF-I было также показано в кардиомиоцитах 

эмбрионов рыб рода Danio с нарушенной экспрессией tbx5 – гена, кодирующего 

фактор транскрипции, участвующий в регуляции процессов развития [110]. 

В основе роста тканей плода во время эмбрионального развития лежит 

митотическое деление клеток. IGF-II при этом является основным фактором, 

инициирующим такое деление у кардиомиоцитов в данный период развития [111–

113]. Было продемонстрировано, что количество мРНК IGF-II в эмбриональной 

ткани желудочков намного выше, чем уровни IGF-I, также было показано, что 

экспрессия IGF-II в сердечной ткани снижается после рождения [113]. Процесс 

инициирования пролиферации кардиомиоцтов в эмбриональном периоде развития 

IGF-II запускает через взаимодействие с рецепторами IGF-системы: IGF-IR и INSR. 

Последующая передача сигнала от IGF приводит к активации сигнальных 

внутриклеточных путей ERK/MAPK и PI3K/Akt. Активированный участник пути 



 
 

 44 

PI3K/Akt – Akt -  способствует регуляции локализации в цитоплазме и инактивации 

FOXO-факторов, которые являются негативными регуляторами пролиферации 

миокарда [114]. По сути, это и является IGF-II опосредованным фактором, который 

инициирует пролиферацию кардиомиоцитов.  

Стоит отметить, что несмотря на установленный в ряде работ факт 

экспрессии IGF-I и IGF-II в кардиомиоцитах [115], основным источником этих 

молекул в процессе развития сердца является наружная оболочка сердца - эпикард. 

IGF-I и IGF-II экспрессируются в эпикарде между 11.5 и 17.5 неделями развития 

эмбриона мыши. Секреция IGF-II эпикардом и дальнейшая передача сигнала через 

сигнальный путь ERK необходима для запуска процессов пролиферации 

кардиомиоцитов до момента установления коронарного кровообращения [111]. 

Изначально эпикардиальная секреция IGF-II индуцируется циркулирующим в 

крови эритропоэтином (ЭПО). Показано, что при обработке культивируемых 

клеток ЭПО, экспрессия IGF-II повышается [116]. При этом Браде и соавторы 

предполагают, что источником ЭПО, необходимым для индукции IGF-II в 

эпикарде, служит печень. Также показано, что с 10 недели эмбрионального 

развития экспрессия эпикардиального IGF-II перестает зависеть от ЭПО и начинает 

регулироваться под действием поступающих глюкозы и кислорода, связанным с 

транспортной функцией плаценты [117, 118]. 

 

4.3  IGF – связывающие белки 

 

Инсулиноподобные факторы роста взаимодействуют с шестью 

представителями семейства IGF-связывающих белков IGFBP. В организме 

человека каждый из шести IGFBP (IGFBP-1 – IGFBP-6) кодируется определённым 

геном, однако у других позвоночных экспрессия определённого белка IGFBP 

может происходить с нескольких генов, или транскрипция некоторых генов IGFBP 

не осуществляется вовсе. Представители семейства IGFBP отличаются по своей 

структуре и выполняемым функциям несмотря на тот факт, что для них характерна 

высокая гомология аминокислотного состава. Такое различие в выполняемых 
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функциях внутри семейства связано с наличием определённых мотивов в их 

белковой структуре. В состав молекулы всех IGFBP входят консервативные N- и 

С- домены, которые содержат 12 и 6 аминокислотных остатков цистеина 

соответственно, соединённых дисульфидными связями, а также вариабельный 

линкерный домен. N-домен включает в себя IGF-связывающий мотив и, 

соответственно, участвует в связывании IGFBP с IGF. В линкерном домене 

обнаруживаются участки, необходимые для связывания с молекулами гепарина, 

также он содержит аминокислотные остатки, которые могут подвергаться 

посттрансляционным модификациям. Помимо этого, в линкерном домене могут 

находится аминокислотные мотивы, являющиеся сайтами для протеолитического 

расщепления. С-домен имеет тиреоглобулиновый аминокислотный мотив и 

отвечает за связывание гепарина, а также может включать в себя сигнальную 

последовательность, необходимую для транспорта молекулы IGFBP в 

нуклеоплазму ядра (такая последовательность обнаруживается у IGFBP-2, IGFBP-

3, IGFBP-5 и IGFBP-6) (рис. 7) [85, 86].  

 
Рисунок 7. Доменная структура IGFBPs [76].  

 
В сердечной мышце молекулы IGFBP преимущественно связаны с 

молекулами IGF [120].  Таким образом, молекулы IGFBP (в основном, IGFBP-3 и -

5) участвуют в создании пула IGF в примембранном внеклеточном пространстве, 

доступного для рецепторов. Помимо этого, молекулы IGFBP (в основном IGFBP-

1, -2 и -4) контролируют тканеспецифичный отток IGF и его распределение между 

рецепторами различных клеток. Далее будет рассмотрена роль каждого из 

представителей IGF-связывающих белков непосредственно в сердечной ткани. 
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4.3.1  IGFBP-1 

 

IGFBP-1 кодируется геном, расположенным в геноме человека на 7 

хромосоме, и экспрессируется в основном в клетках печени и почек. Белковая 

молекула IGFBP-1 имеет молекулярный вес 28 кДа.  N- и C- концевые домены 

белка IGFBP-1 являются высоко консервативными и гомологичны таковым у 

других представителей семейства IGFBP. В центральном линкерном домене у 

IGFBP-1 обнаруживаются аминокислотные остатки, которые подвергаются пост-

трансляционным модификациям, таким как частичный протеолиз и 

фосфорилирование. При этом активность IGFBP-1 регулируется как его 

фосфорилированием, так и его дефосфорилированием [121, 122].  

К многочисленным функциям IGFBP-1 относится регуляция клеточной 

пролиферации, миграции и регуляция метаболизма глюкозы через активацию 

сигнальных путей интегрин-ILK/FAK/PTEN [123–125]. Так, например, было 

продемонстрировано, что IGFBP-1 способен улучшать чувствительность клеток к 

инсулину и его секрецию, а также поглощение глюкозы из кровяного русла 

посредством своего интегрин-связывающего домена RGD (Arg-Gly-Asp) [123]. 

Помимо этого, одним из эффектов передачи сигнала через интегриновый 

сигнальный путь является стимуляция процесса ангиогенеза через активацию 

киназы фокальной адгезии [126].  

Регуляция экспрессии IGFBP-1, по всей видимости, происходит на 

транскрипционном уровне и является гормональной. Было показано, что высокий 

уровень инсулина в крови ассоциирован с, напротив, низкими концентрациями 

IGFBP-1 и наоборот. Критической концентрацией инсулина в крови, при которой 

происходит снижение количества IGFBP-1 является 90 пмоль/л [127]. В работах по 

обработке различными концентрациями инсулина изолированного 

сокращающегося сердца крысы было показано, что под воздействием инсулина 

IGFBP-1, как и IGFBP-2, способен переходить из кровяного русла в ткани сердца 

[128]. Помимо этого, в ряде работ показана независимость регуляции экспрессии 
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IGFBP-1 от метаболических и антропометрических факторов, равно как от диеты, 

а также была показана мультифакторность этой регуляции[129]. 

Несмотря на то, что на момент написания данной работы данные об 

экспрессии IGFBP-1 в сердце отсутствуют, ряд работ по изучению недостаточной 

экспрессии и оверэкспрессии IGFBP-1 в сердечной ткани позволяют заключить, 

что он важен в нормальном функционировании сердечно-сосудистой системы. Так, 

низкий уровень IGFBP-1 в плазме крови, как правило, ассоциирован с рисками 

заболеваний сердечно-сосудистой системы. Понижение уровня IGFBP-1 в крови 

рассматривают как потенциальный прогностический маркёр развития таких 

заболеваний человека, как диабет и острый коронарный синдром [130, 131]. 

Повышенная экспрессия IGFBP-1 приводит к увеличению синтеза оксида азота 

NO, являющегося вазодилататором, что, в свою очередь, приводит к улучшению 

функционирования эндотелия сосудов, включая и сосуды сердца. IGFBP-1-

опосредованное увеличение синтеза NO связано с тем, что IGFBP-1 индуцирует 

фосфорилирование эндотелиальной синтазы оксида азота (eNOS) через PI3K/AKT 

сигнальный путь [132, 133]. Также высокая концентрация IGFBP-1 в крови 

ассоциирована с антиатеросклеротическим действием [134]. При этом данные, 

полученные в работах на животных, дефицитных по IGFBP-1, указывают на то, что 

IGFBP-1 необходим для восстановления эндотелия сосудов в результате 

повреждений, но не является критически важным для метаболизма 

эндотелиальных клеток и физиологии сосудов [135]. 

 

4.3.2  IGFBP-2 

 

IGFBP-2 кодируется геном, расположенным в геноме человека на второй 

хромосоме, имеет молекулярную массу 34 кДа и обнаруживается 

преимущественно в сыворотке крови плода. IGFBP-2, как и IGFBP-1, содержит в 

С-концевой части RGD-интегрин-связывающий домен, и, помимо этого, в его 

состав входят гепарин-связывающий домен (HBD) и последовательность ядерной 

локализации (NLS). Благодаря HBD IGFBP-2 взаимодействует с белками 
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внеклеточного матрикса, а NLS обеспечивает ядерную локализацию IGFBP-2 [136–

138].  

Показано, что IGFBP-2 экспрессируется во время эмбрионального развития 

в большом количестве и играет ключевые эндокринные, аутокринные и 

паракринные функции в процессах роста и развития. Однако, эксперименты по 

изучению эффектов от нарушенной экспрессии IGFBP-2 не показали его 

значимость для реализации вышеупомянутых процессов [139]. При этом при 

нарушении экспрессии IGFBP-2 наблюдается усиление экспрессии других 

представителей семейства IGFBP: IGFBP-1, IGFBP-3 и IGFBP-4. По всей 

видимости, это является компенсаторным механизмом в ответ на отсутствие и, 

соответственно, недостаток в организме IGFBP-2 [140, 141].  

 Среди эффектов в экспериментах по оверэкспрессии IGFBP-2 у мышей 

наблюдалась сниженная масса тела, при этом масса внутренних органов оставалась 

неизменной. Этот результат позволяет заключить, что IGFBP-2 может выступать в 

качестве негативного регулятора постнатального роста. В экспериментах с 

мышами, дефицитными по IGFBP-2, было показано, что изменения массы тела не 

происходило, размер и морфология мозга были нормальными, в то время как были 

отмечены изменения размеров селезёнки и печени.  

Количество IGFBP-2 в плазме крови, как и в случае с IGFBP-1, регулируется 

гормонально посредством инсулина. Концентрация IGFBP-2 в плазме крови 

обратно пропорциональна степени выраженности резистентности к инсулину, а 

результаты экспериментов по оверэкспрессии IGFBP-2 указывают на его защитную 

роль в развитии ожирения и инсулиновой резистентности [142]. Помимо инсулина 

в регуляции концентрации IGFBP-2 могут участвовать такие факторы как 

онкосупрессоры PTEN (phosphatase and tensin) и p53, негативный регулятор 

сигнального пути Hh (hedgehog) – Ptch1 (Patched1), а также другие факторы [139]. 

Интересно, что IGFBP-2 был выделен в качестве достоверного 

диагностического маркёра СН в ходе масштабного протеомного анализа [143].  

Полученные данные подтверждаются рядом других работ, в которых было 

показано, что низкая концентрация IGFBP-2 ассоциировано с повышенным 
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уровнем маркёров риска ССЗ [105], а также было показано повышение экспрессии 

IGFBP-2 в лёгких у пациентов с лёгочной артериальной гипертензией [111].  

 

4.3.3  IGFBP-3 

 

IGFBP-3 кодируется геном, располагающимся в геноме человека на 7 

хромосоме и имеет молекулярную массу 28,7 кДа. IGFBP-3 является самым 

распространённым представителем семейства IGFBP среди всех представителей 

позвоночных: подавляющая часть молекул IGF-I и IGF-II, которые 

обнаруживаются в плазме крови, связаны с IGFBP-3 [144]. IGFBP-3 

взаимодействует с IGF-I и кислотно-лабильной субъединицей (ALS) с 

образованием тройного стабильного комплекса с массой 150 кДа и предотвращает 

дальнейший транспорт IGF-I в ткани [144]. N- и C- концевые домены IGFBP-3 

консервативны, однако соединяющий их линкерный домен является наиболее 

вариабельным среди всех представителей семейства IGFBP. В нём содержатся 

аминокислотные остатки, подвергающиеся посттрансляционным модификациям, 

таким как гликозилирование, и фосфорилирование. Помимо этого, в линкерном 

домене находятся аминокислотные мотивы, которые являются сайтами для 

протеолитического расщепления молекулы. Также в этом домене обнаруживаются 

сайты для связывания с гепарином или глюкозоаминогликаном (GAG). IGF-

связывающие домены при этом обнаруживаются как в N-, так и в C-концевой 

областях молекулы IGFBP-3 [137, 145].  

IGFBP-3 может осуществлять функции как зависимо, так и независимо от 

молекул IGF. К IGF-зависимым функции IGFBP-3 относится транспорт IGF к 

мембранным рецепторам, при этом данная функция не является уникальной лишь 

для этого представителя семейства IGFBP. К IGF-независимым функциям IGFBP-

3 относят его активность в качестве транскрипционного фактора в тандеме с 

ядерными рецепторами или РНК-полимеразой II, участие в репарации 

двуцепочечных разрывов ДНК, регуляцию апоптоза и многие другие. Данные 

функции IGFBP-3 реализуются благодаря его способности связываться с белками 
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внеклеточного матрикса и плазматической мембраны клеток и транслоцироваться 

в цитоплазму и в ядро. [145]. Эксперименты на мышах по изучению эффектов от 

повышенной экспрессии IGFBP-3 показали, что обнаруживается снижение веса, в 

то время как эксперименты с пониженной экспрессии IGFBP-3 сходных 

результатов не показали [146, 147]. 

IGFBP-3 экспрессируется в сердечной мышце как в норме, так и при 

патологических состояниях на уровне мРНК и белкового продукта. Показано, что 

как количество мРНК, так и количество белка IGFBP-3 в сердце выше, чем в печени 

в период внутриутробного развития по сравнению с постнатальным периодом. 

Интересно, что количество детектируемого IGFBP-3 у больных ишемической 

болезнью сердца выше, чем в случае сердечной гипертрофии или дилатационной 

кардиомиопатии [148]. Также показано, что уровень экспрессии IGFBP-3 

увеличивается после трансплантации сердца [149]. Помимо этого на клеточной 

линии кардиомиоцитов H9C2 была показана взаимосвязь IGFBP-3 с 

гипоксическими условиями: уровень экспрессии IGFBP-3 возрастал [150]. В 

миокарде IGFBP-3 выполняет широкий спектр функций. Так, в клетках-

предшественниках кардиомиоцитов он способен проявлять антипролиферативное 

действие [151]. Отдельного внимания заслуживает одновременно индукторная  и 

супрессорная функция IGFBP-3 в процессах ангиогенеза [137]. Тот факт, что 

IGFBP-3 обладает супрессорным эффектом на процессы ангиогенеза, делает его 

перспективным терапевтическим агентом для терапии ряда онкологических 

заболеваний. При некоторых онкологических заболеваниях экспрессия IGFBP-3 

способствует снижению ангиогенеза в очагах опухолевых образований. Это 

осуществляется благодаря тому, что IGFBP-3 при его высокой концентрации 

подавляет экспрессию фактора ангиогенеза VEGF [152]. Помимо этого, IGFBP-3 

способен подавлять адгезию клеток эндотелия сосудов к внеклеточному матриксу, 

что является важным фактором для развития ангиогенеза и репарации эндотелия 

[153]. Проангиогенный эффект IGFBP-3 является IGF-зависимым и заключается в 

его способности запускать экспрессию определённых генов, которые ответственны 

за ангиогенез [154]. 
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4.3.4  IGFBP-4 
 

IGFBP-4 кодируется геном, располагающимся в геноме человека на 17 

хромосоме, однако этот ген кодирует белок-предшественник IGFBP-4. 

Созревание IGFBP-4 заключается в ограниченном протеолизе и отщеплении 

сигнального пептида. Зрелый IGFBP-4 состоит из 237 аминокислотных остатков, 

что делает его самым маленьким среди всех представителей семейства IGFBP. 

Как и у других представителей семейства IGFBP, N- и C-концевые домены 

IGFBP-4 соединены линкерным участком, который содержит аминокислотный 

мотив, являющийся сайтом для расщепления его молекулы с помощью 

металлопротеазы PAPP-A (Pregnancy Associated Plasma Protein A, белок, 

ассоциированный с беременностью А). Помимо этого, линкерный участок 

содержит аминокислотный остаток Asn104, который подвергается 

гликозилированию, а также два дополнительных аминокислотных остатка 

цистеина. При этом примерно половина всего пула IGFBP-4 в плазме крови 

гликозилирована [1, 10]. IGFBP-4 синтезируется преимущественно в печени, 

однако мРНК гена IGFBP4, как и его белковый продукт, детектируются гладких 

мышцах, лёгких, яичниках, почках, сердце и других органах [1, 155]. 

В отличие от других IGFBP, основной функцией IGFBP-4 является регуляция 

биодоступности IGF для их специфических рецепторов, в особенности IGF-II. В 

том случае, если IGFBP-4 и IGF связаны, последний не способен 

взаимодействовать с рецепторами и, соответственно, запускать внутриклеточные 

этапы передачи сигнала. Протеолитическое расщепление IGFBP-4 является 

основным условием для высвобождения IGF, его связывания с рецептором и 

дальнейшей передачи сигнала посредством молекулярных сигнальных путей 

внутри клетки. Такие молекулярные пути регулируют миграцию, пролиферацию и 

другие регенеративные клеточные процессы [156]. IGFBP-4 играет важную роль в 

регуляции роста и деления клеток. В эксперименте по оверэкспрессии IGFBP-4 в 

различных тканях у мышей была показана гипоплазия этих тканей: замедление 
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роста тимуса, желудка, мочевого пузыря, а также уменьшение массы 

гладкомышечной и костной тканей [157]. Однако, ряд исследований позволяет 

заключить, что IGFBP-4 может играть и обратную роль и выступать в качестве 

позитивного регулятора роста клеток и тканей [158]. Постоянные инъекции IGFBP-

4 мышам в надкостницу правой теменной кости приводило к повышению 

концентрации щелочной фосфатазы и остеокальцина, экспрессирующихся 

остеобластами, и являющихся специфичными и необходимыми для формирования 

костной ткани [159]. Кроме этого, у мышей с нарушенной экспрессией IGFBP-4, 

наблюдалось отставание в росте на 10-15% по сравнению с контрольной группой 

[160].  

В сердечной ткани IGFBP-4 является важным фактором, необходимым для 

регенерации ткани независимо от присутствия IGF. Было продемонстрировано, что 

IGFBP-4 усиливает дифференцировку кардиомиоцитов in vitro, в то время как его 

отсутствие замедляет это процесс in vitro и in vivo. Регуляция данного процесса 

происходит через Wnt-сигнальный путь. Молекулы IGFBP-4 взаимодействуют с 

Wnt-рецепторами, что приводит к блокировке последних [161]. В 2012 году А.Б. 

Постников и соавторы показали, что протеолитические фрагменты IGFBP-4, 

образующиеся в результате протеолитической активности PAPP-A, являются 

молекулярными прогностическими биомаркёрами риска развития ССЗ, таких как 

острая сердечная недостаточность, при этом количество фрагментов 

пропорционально степени развития заболевания. Также в ряде работ была 

исследована диагностическая и прогностическая роль протеолитических 

фрагментов IGFBP-4 [10, 11, 87, 162], которая будет подробно рассмотрена нами в 

разделе «Роль IGF-системы в развитии патологических состояний сердечной 

ткани». 

 

4.3.5. IGFBP-5 
 

IGFBP-5 имеет молекулярную массу 28,6 кДа и, как и IGFBP-3, образует 

тройной комплекс с молекулами IGF и ALS. Белковая молекула IGFBP-5 состоит 
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из трёх доменов: высококонсервативный N-домен, неструктурированный 

петлеобразный линкерный домен и C-концевой структурированный домен, 

содержащий, в частности, тиреоглобулиновый повтор типа I. Помимо структурных 

элементов, описанных выше, в структуре молекулы IGFBP-5 присутствует IGF-

связывающий домен, сайт протеолитического расщепления, сигнальная 

последовательность для ядерной локализации (nuclear localization signal - NLS), а 

также ALS-связывающий мотив для взаимодействия с внеклеточным матриксом 

[163].  

Впервые IGFBP-5 обнаружили и выделили в чистом виде из экстрактов 

костной ткани, а также из культуры клеток остеосаркомы человека [164, 165].  На 

данный момент экспрессия IGFBP-5 показана, например, в тканях лёгких, костей, 

мышц, почек, половых желёз. В некоторых тканях регуляция экспрессии IGFBP-5 

происходит посредством гормональной системы. Так, у мышей в этом может 

участвовать гормон пролактин или паратгормон в остеобласт-подобных клетках. 

Однако, иногда экспрессия IGFBP-5 происходит конститутивно, то есть постоянно 

на определённом уровне [163]. Помимо описанного выше механизма гормональной 

регуляции экспрессии IGFBP-5, контроль экспрессии может происходить 

посредством РНК-интерференции на пост-транскрипционном уровне посредством 

с помощью микроРНК [166, 167]. Молекула IGFBP-5 может подвергаться 

посттрансляционным модификациям, среди которых известно фосфорилирование 

по некоторым аминокислотным остаткам серина. Такое фосфорилирование 

приводит к снижению сродства IGFBP-5 к гепарину, но не к молекулам IGF. 

Помимо фосфорилирования IGFBP-5 может подвергаться протеолитическому 

расщеплению. Такой тип модификаций в некоторых случаях препятствует 

связыванию IGFBP-5 c IGF [168]. IGFBP-5 способен связываться с внеклеточным 

матриксом, что влияет на активность этого представителя семейства IGFBP. 

Например, связывание IGFBP-5 с поверхностью клеточной мембраны 

фибробластов стимулирует клеточный рост IGF-зависимым способом, так как 

таким образом IGFBP-5 привлекает молекулы IGF-I [169]. Также в некоторых 

случаях элементы внеклеточного матрикса могут активировать экспрессию IGFBP-
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5, как это схожим образом происходит в случае фибронектина клеток гладких 

мышц у свиней [170]. 

 В работах на мышах по изучению эффектов от оверэкспрессии IGFBP-

5 было показано снижение роста тела и в пренатальном, и в постнатальном периоде 

развития, высокая неонатальная смертность, снижение фертильности самок и 

уменьшение массы скелетных мышц приблизительно на 30% [171]. Эти 

экспериментальные данные хорошо согласуются с представлением о том, что 

IGFBP-5 ингибирует IGF-сигнальный путь. При недостатке IGFBP-5 у мышей 

значительных изменений в морфологии не было показано. Этот факт, по всей 

видимости, связан с наличием компенсаторного механизма, который работает за 

счёт присутствия других представителей семейства IGFBP [172]. На фоне ССЗ 

показана положительная корреляция уровня IGFBP-5 в плазме крови [173]. Также 

показано, что подкожная инъекция IGFBP-5 значительно замедляла рост 

аденокарциномы и уменьшало количество кровеносных сосудов у мышей по 

сравнению с контрольной группой. По всей видимости, такая анти-ангиогенная 

активность опосредована ингибированием PI3K/AKT сигнального пути [174]. 

 

4.3.6. IGFBP-6 
 

Молекулярная масса IGFBP-6 составляет 22,8 кДа, однако этот 

представителей семейства IGFBP подвергается гликозилированию. Данная 

модификация увеличивает молекулярную массу IGFBP-6 до 34 кДа [175]. Строение 

белковой молекулы IGFBP-6 - типичное для представителей семейства IGFBP. 

Однако, стоит отметить, что в составе молекулы IGFBP-6 присутствует 5, а не 6 

дисульфидных связей в N-концевом домене. Помимо этого, IGFBP-6 имеет в своем 

составе последовательность NLS, а также большое количество сайтов 

гликозилирования в линкерном участке.  

IGFBP-6 способен связываться с IGF-II, при этом такое взаимодействие 

происходит в 50 раз эффективнее, по сравнению с IGF-I [176]. Связывание IGFBP-

6 с IGF-II по сути является важной IGF-опосредованной функцией IGFBP-6, так как 
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при таком связывании IGF-II оказывается не доступен для рецепторов на 

поверхности клеток. Это, в свою очередь, негативно влияет на регуляцию 

пролиферации, миграции и дифференцировки клеток [177]. Ввиду того, что IGFBP-

6 преимущественно связывается с IGF-II, IGFBP-6 не оказывает эффекта на IGF-I-

опосредованные процессы.  

Регуляция экспрессии IGFBP-6 может происходить на транскрипционном 

уровне: промотор гена IGFBP-6 обладает регуляторными элементами, которые 

могут контролироваться при гипоксии. В пользу этого говорит факт увеличения 

количества IGFBP-6 после гипоксии в эндотелиальных клетках сосудов [178]. 

Однако, регуляция экспрессии IGFBP-6 может происходить не только на 

транскрипционном уровне. Показано, что in vitro экспрессия IGFBP-6 может 

происходить посредством таких молекулярных факторов, как cAMP, IGF, витамин 

D, p53, ретиноевая кислота и глюкокортикоиды [178]. Стоит отметить, что 

детектируемое количество IGFBP-6 в плазме крови оказывается выше у мужчин, 

чем у женщин, и увеличивается с возрастом в независимости от пола, при этом у 

женщин во время беременности уровень IGFBP-6 заметно снижается [180].  

IGFBP-6 имеет большое количество функций: от участия в работе иммунной 

системы до регуляции фиброза и опухолеобразования [181]. Также известно, что 

IGFBP-6 принимает участие в регуляции функционирования соединительной ткани 

и фиброза. Помимо этого, известно участие IGFBP-6 в фиброзе сердца. Показано, 

что IGFBP-6 участвует в развитии патологических состояний сердечно-сосудистой 

системы, сопровождающихся развитием фиброза, таких как острый инфаркт 

миокарда и формирование атеросклеротических бляшек. В атеросклеротической 

бляшке молекулы IGFBP-6 обнаруживаются в эндотелиальных клетках CD31+ и в 

макрофагах CD68+ [182].  

 

4.4. Специфические протеазы, расщепляющие IGF-связывающие белки. 

Регуляция биодоступности IGF за счет активности IGF-связывающих 

белков и различных протеаз 
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Инсулиноподобные факторы роста (IGF) оказывают широкий спектр 

эффектов на такие клеточные процессы в тканях организма, как клеточный рост, 

поддержание жизнеспособности клеток, а также их дифференцировку. Основным 

регуляторным механизмом активации IGF сигнального пути в тканях организма 

является обеспечение биодоступности IGF для их клеточных рецепторов. Данный 

процесс может регулироваться посредством высвобождения лигандов (IGF) и с 

помощью связывания IGF с белками IGFBP. Процесс высвобождения IGF из 

комплекса IGF-IGFBP происходит под действием протеаз, которые 

протеолитически расщепляют IGFBP. При расщеплении IGFBP происходит 

высвобождение IGF и, соответственно, повышение биодоступности IGF. В 

следствие этого IGF может связываться со специфичными мембранными 

рецепторами на поверхности клеток. При этом степень аффинности между IGFBP 

и IGF, как правило, не отличается или превышает таковую для IGF и их рецепторов. 

Из-за того, что IGFBP находятся в молярном избытке по отношению к IGF, 

практически весь пул IGF оказывается в связанной форме с IGFBP и в свободной 

форме IGF в плазме содержится менее 1% от его общего количества. Также 

регуляция биодоступности IGF для их рецепторов происходит посредством пост-

трансляционных модификаций  IGFBP (фосфорилирование, гликозилирование и 

т.д.), которые меняют стабильность IGFBP или его афинность [144, 183].  

Протеолитическое расщепление в линкерном домене качестве 

посттрансляционной модификации известно для всех 6 представителей семейства 

IGFBP [184, 185]. Для различных представителей IGFBP показан целый ряд 

расщепляющих их специфических протеаз [1, 186], однако далеко не все из них 

идентифицированы на данный момент. В рамках данного раздела будут упомянуты 

лишь некоторые протеазы, субстратом для которых являются молекулы IGFBP.  

Единственной известной на данный момент протеазой, способной 

расщеплять все типы IGFBP in vitro является матриксная металлопротеаза-7 [187]. 

В результате действия данной протеазы IGFBP-1 расщепляется и образуется два 

протеолитических фрагмента массой 12 и 19 кДа. Такое протеолитическое 

расщепление IGFBP-1 показано в амниотической жидкости плода, в результате 
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чего IGFBP-1 теряет способность связывать IGF-1. [188]. Помимо этого, 

нефосфорилированная форма IGFBP-1 подвергается протеолизу посредством 

протеазы клеток децидуальной оболочки  [189]. IGFBP-2 подвергается 

протеолитическому расщеплению, например, под действием протеазы ADAMTS1 

(A Disintegrin And Metalloproteinase with ThromboSpondin motifs 1 или дезинтегрин 

и металопротеиназа (ADAM-протеаза), содержащая мотив тромбоспондина 1). 

Детекция такой субстрат-ферментной пары была осуществлена при исследовании 

IGFBP-2 в качестве маркёра глиомы [190]. Показано, что протеолиз IGFBP-3 

активно происходит во время беременности и в плазме крови беременных женщин 

IGFBP-3 детектируется по большей части в виде протеолитических фрагментов 

[191], при этом такие протеолитические фрагменты не являются непосредственным 

маркером беременности [192]. Среди  протеаз, субстратом которых является 

IGFBP-3, известны, например, матриксная металлопротеаза 3 (MMP3) [145], 

сериновая протеаза семенной жидкости [193], катепсин-D-подобная протеаза [194] 

и многие другие. IGFBP-5 также подвергается протеолизу под действием таких 

протеаз, как тромбин [170], катепсин-G, эластаза [195] и многих других. In vitro 

исследования в кондиционированной середе фибробластов кожи по изучению 

протеолитического расщепления IGFBP-5 показывают, что связывание IGFBP-5 с 

гликозаминогликанами плазматической мембраны клеток защищает его от 

протеолитической деградации [196]. Среди протеаз, расщепляющих IGFBP-6 в 

организме, выделяют катепсин-D-подобную кислотоактивируемую протеазу [194], 

нейтральную сериновую протеазу [197], а также MMP-7, MMP-9 и MMP-12 [198, 

199]. 

 

4.4.1 Протеаза PAPP-A 
 

Помимо рассмотренных выше протеаз существует ещё большое количество 

других, способных расщеплять молекулы представителей семейства IGFBP, однако 

в рамках данный работы особый интерес представляют матриксные 

металлопротеазы PAPP-A (ассоциированный с беременностью белок плазмы А) и 
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PAPP-A2 (ассоциированный с беременностью белок плазмы А2). PAPP-A и PAPP-

A2 осуществляют протеолитическое расщепление белка IGFBP-5 по одинаковому 

сайту [200]. Помимо IGFBP-5 протеаза PAPP-A также способна осуществлять 

расщепление молекул IGFBP-2 и IGFBP-4, в то время как PAPP-A2 

протеолитически расщепляет IGFBP-3. Стоит отметить, что PAPP-A-

опосредованное расщепление молекул IGFBP-2 и IGFBP-4 происходит активнее в 

присутствии IGF-I или IGF-II, при этом PAPP-A2-опосредованное расщепление 

IGFBP-3  и IGFBP-5 происходит эффективно в независимости от  IGF, однако 

присутствие IGF способно ускорять реакцию. In vivo молекулы IGFBP-4 

расщепляются PAPP-A, при этом данная протеаза является одной из немногих 

подробно описанных и изученных  среди тех протеолитически активных 

ферментов, субстратом которых является IGFBP-4 [156]. При этом 

протеолитически активным PAPP-A является в случае образования гомодимера, 

прикреплённого к глюкозоаминогликанам внеклеточного матрикса [8]. 

Специфический протеолиз IGFBP-4 под действием PAPP-A осуществляется 

в линкерном домене IGFBP-4 между Met-135 и Lys-136. При этом образуются два 

протеолитических фрагмента IGFBP-4: N-концевой (NT-IGFBP-4) и C-концевой 

(CT-IGFBP-4) [201]. Однако,  NT-IGFBP-4 и CT-IGFBP-4, по всей видимости, не 

обладают какой-либо функцией в организме [202]. 

 Структура каталитического домена PAPP-A включает в себя скрученный β-

лист из 4 параллельных цепей, расположенный поверх четырёх α-спиралей. В 

каталитическом домене обнаруживаются 14 остатков цистеина, 12 из которых 

формируют 6 дисульфидных связей, а 2 остальных (C461 и C600) остаются 

неспаренными. Активный центр PAPP-A в каталитическом домене находится 

перед центральной α-спиралью под β-листом. В состав активного центра входят 

аминокислотные остатки гистидина, которые образуют координационные связи с 

ионом цинка. Для правильной ориентации иона цинка в активном центре также 

присутствует канонический аминокислотный остаток метионина, образующий 

поворот полипептидной цепи. Помимо этого, в каталитическом домене 

присутствуют два из трёх повторов LNR (Lin12-Notch). Данные повторы 
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необходимы для связывания с ионами Ca2+, при этом интересно, что в отсутствии 

Ca2+ PAPP-A теряет способность расщеплять IGFBP-4, но не IGFBP-5 [203]. Этот 

феномен может быть связан с тем, что IGFBP-5 взаимодействует с активным 

центром PAPP-A посредством якорного пептида длиной 25 аминокислот, который 

обнаруживается только у IGFBP-5, но не у других субстратов PAPP-A [204].  

 Акты протеолитического PAPP-A-опосредованного расщепления IGFBP-4 

происходят по большей части на поверхности клетки. В нашей лаборатории на 

моделях первичных культур неонатальных кардиомиоцитов, а также на культурах 

кардиомиоцитов человека, полученных из индуцированных плюрипотентных 

стволовых клеток (ИПСК) было впервые показано, что PAPP-A способен 

расщеплять IGFBP-4 в сердечной ткани. Стоит отметить, что такое расщепление 

происходит как на поверхности клеток, так и в кондиционированной среде. Ввиду 

того, что IGFBP-4 связывается c IGF, PAPP-A-опосредованное расщепление 

IGFBP-4 и, как следствие, потеря его функции, как IGF-связывающего белка, 

приводит к накоплению IGF около внешней стороны мембраны кардиомиоцитов 

что способствует аутокринной и паракринной регуляции нормального состояния 

сердечной ткани [87, 205]. Однако, PAPP-A не является единственной протеазой, 

способной расщеплять IGFBP-4. Показано, что такой функцией обладают 

металлопротеазы матрикса (MMP), такие как MMP-2, MMP-7 и MMP-9 [187, 206]. 

Результаты последних исследований указывают на активацию PAPP-A-

специфичного протеолиза IGFBP-4 в сердечной ткани при различных сердечно-

сосудистых патологиях, речь об этом пойдёт в следующих разделах. Стоит 

отметить, что изучение протеолитического расщепления IGFBP и напрямую 

связанная с этим регуляция IGF-сигнального пути является перспективным 

направлением по поиску новых биомаркеров не только сердечно-сосудистых, но и 

других заболеваний.  

 

4.4.2 Рецепторы IGF-системы 
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В состав IGF-сигнальной системы, как было сказано в предыдущих разделах, 

входят лиганды, клеточные рецепторы, лиганд-связывающие белки и протеазы. 

Для реализации своей сигнальной функции инсулиноподобные факторы роста IGF 

специфически взаимодействуют с мембранными рецепторами, в результате чего 

начинается внутриклеточная передача сигнала. Так, IGF-I связывается с 

несколькими мембранными рецепторами, основным из которых является рецептор 

IGF-1R. Этот рецептор принадлежит к семейству тирозинкиназных рецепторов и 

представляет собой гетеротетрамер (α2β2), имеющий молекулярную массу около 

400 кДа. При этом α- и β-субъединицы имеют разную топологию. Так, обе α-

субъединицы обнаруживаются во внеклеточном пространстве и непосредственно 

отвечают за связывание лиганда, а две β-субъединицы располагаются в 

мембранном бислое, заякоривая таким образом всю молекулу рецептора в 

мембране. Внутриклеточные домены β-субъединиц для осуществления функции 

дальнейшей передачи сигнала обладают тирозинкиназной активностью. После 

связывания лиганда с рецептором происходит аутофосфорилирование последнего, 

а затем фосфорилирование аминокислотных остатков тирозина последующих 

участников сигнальных каскадов. Таким образом происходит передача сигнала от 

IGF-I внутрь клетки. Интересным является факт обнаружения IGF-1R в ядерной 

фракции клеток. Это позволяет сделать заключение, что данный рецептор может 

присутствовать в мембране ядра. Более того, этот рецептор был обнаружен в 

мембране T-трубочек неонатальных кардиомиоцитов. Все эти данные говорят в 

пользу того, что IGF-1R способен регулировать процессы, которые происходят в 

различных клеточных компартментах [108]. IGF-1R является не единственным 

рецептором, с которым связываются молекулы IGF-I. Так, например, среди 

рецепторов IGF-I стоит отметить INSR (инсулиновый рецептор). Оба этих 

рецептора имеют гетеротетрамерное строение и сходные пути передачи сигнала 

внутрь клетки. Более того, высокое сходство IGF-1R и INSR позволяет им 

формировать гибридные рецепторы, которые имеют в своём составе субъединицы 

и IGF-1R, и INSR, при этом лигандами для таких гибридных рецепторов могут 

являться молекулы не только IGF-I, но и IGF-II [207]. Третьим рассмотренным 
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здесь рецептором IGF-системы является IGF-2R, у которого по сравнению с IGF-

1R отсутствуют тирозинкиназные домены. При взаимодействии IGF-II с IGF-2R 

происходит эндоцитоз лиганд-рецепторного комплекса. С помощью данного 

механизма IGF-2R уменьшает количество доступного IGF-II, что, в свою очередь, 

негативно влияет на активность IGF-сигнального пути [207]. При этом IGF-2R 

способен передавать сигнал через гетеротримерные G-белки. Такой тип передачи 

сигнала активирует протеинкиназу С-α, Ca2+-кальмодулин-зависимую 

протеинкиназу II, а также MAP-киназу (ERK), белковые факторы, участвующие в 

развитии гипертрофии миокарда [208, 209]. 

 

5. Роль IGF-сигнального пути в развитии патологических процессов в 

миокарде 

 

5.1  Физиологическая и патологическая гипертрофия 

 

 Несмотря на тот факт, что и IGF-I, и IGF-II играют важную роль 

одновременно в эмбриональном развитии сердца и в поддержании его нормальной 

работы в постнатальном периоде развития, преобладающую роль в развитии 

сердца играет IGF-II. Показано, что уровень мРНК IGF-II в тканях желудочков 

сердца значительно превышает таковой для мРНК для IGF-I. При этом с началом 

постнатального периода развития экспрессия IGF-II снижается вплоть до 

количеств, которые не детектируются. Как было сказано в предыдущих разделах 

обзора литературы данной работы, именно IGF-II выступает в роли основного 

молекулярного фактора, который стимулирует митотическое деление клеток в 

процессе зародышевого развития. Молекулярные эффекты IGF-II связаны с 

взаимодействием с тирозинкиназными рецепторами IGF-1R и INSR (рис.8). 

Дальнейшая передача сигнала приводит к активации сигнальных путей 

ERK/MAPK и (PI3K)/Akt. Показано, что активация сигнального пути (PI3K)/Akt в 

сердце способствует развитию сердечной гипертрофии и дисфункции миокарда. 

Наблюдаемые эффекты достигаются благодаря тому, что Akt инактивирует 
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факторы Forkhead box O (FOXO: FOXO1 и FOXO3). Инактивация происходит 

вследствие Akt-опосредованного фосфорилирования белковых факторов FOXO, 

это приводит к транслокации FOXO в цитоплазму, что, в свою очередь, снижает их 

транскрипционную активность. Снижение транскрипционной активности 

негативно влияет на процесс пролиферации миокарда. Помимо Akt сходный 

эффект на FOXO осуществляется благодаря активности фактора сигнального 

MAPK киназы ERK. Как было сказано выше, FOXO являются транскрипционными 

факторами. Эти транскрипционные факторы связываются с промоторами генов, 

которые ассоциированны с процессами аутофагии в кардиомиоцитах. FOXO1 и 

FOXO3 являются антигипертрофическими факторами. Так, FOXO3 поддерживает 

нормальный размер кардиомиоцитов, ингибируя их рост и способствуя развитию 

аутофагических процессов. Также этот транскрипционный фактор активирвует 

гены, ассоциированные с работой антиоксидантной системы. Помимо этого, 

FOXO3  позитивно влияет на  экспрессию малой некодирующей РНК miR-1m, 

которая снижает количество IGF-I [210]. В экспериментах по IGF-индуцированной 

гипертрофии миокарда было показано, что FOXO3 активирует экспрессию белка 

Atrogin-1, что вызывает значительное уменьшение размера кардиомиоцитов сердца 

in vivo [211]. Среди мишеней Akt-посредованной регуляции помимо FOXO 

происходит регуляция белков Bcl-2, BAD, GSK-3β [212]. Bcl-2 (B cell lymphoma-2), 

например, известен как регулятор апоптоза, при этом этот белковый фактор 

способен как индуцировать, так и подавлять процесс апоптоза. При этом как 

подавление активности сигнального пути (PI3K)/Akt, так и селективное 

ингибирование Bcl-2 препятствуют развитию гипертрофии в сердечной ткани 

[213]. BAD, относящийся к тому же семейству, что и Bcl-2, является 

проапоптотическим фактором. BAD способен фосфорилироваться посредством 

активности сигнального пути (PI3K)/Akt. Фосфорилирование BAD приводит к его 

взаимодействию с другими белками, что, в свою очередь, способствует развитию 

подавлению активности Bcl-2 и Bcl-xL. [214]. Схожим образом сигнальный путь 

(PI3K)/Akt влияет на GSK-3β (Glycogen synthase kinase 3β). Фосфорилирование 

(PI3K)/Akt подавляет её активность. В результате подавление активности GSK-3β 
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происходит изменение активности транскрипционных и трансляционных факторов 

в миокарде, что также приводит к развитию гипертрофии [215].  

 

 
Рисунок 8. Основные участники сигнальных каскадов, запускаемых IGF-II и 

вызываемые ими эффекты [76]. Grb2 – белок 2, связанный с рецептором фактора 

роста, ERK – внеклеточная сигнал-регулируемая киназа, IRS – субстрат 

инсулинового рецептора, PIP2 – фосфотидилиназитол-2-фосфат, PI3K – 

липидные киназы, фосфорилирующие 3-гидроксильную группу фосфоинозитола и 

фосфоинозитидов, PIP3 – фосфотидилиназитол-3-фосфат, PDK - киназа 

пируватдегидрогеназы 1, AKT1/2 – серин-треониновая протеинкиназа В 

alpha/beta, FOXO – Forkhead box O факторы, BCL-2 – регулятор апоптоза В-

клеточной лимфомы-2, BAD – агонист белка клеточной гибели, связанный с BCL-

2, GSK-3β – киназа гликогенсинтазы 3β.  Описание в тексте. 
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При взаимодействии IGF-I с соответствующими рецепторами происходит 

регуляция ряда процессов в сердечной ткани, среди которых можно отметить 

сократимость, метаболизм, гипертрофию, аутофагию, апоптоз и другие. Данная 

регуляция происходит в результате связывания IGF-I с его мембранным 

рецептором IGF-1R. В результате происходит дальнейшая передача сигнала в 

кардиомиоцитах. На начальных стадиях внутриклеточной передачи сигнала 

происходит аутофосфорилирование рецептора и фосфорилирование остатков 

тирозина ряда субстратов. Стоит отметить, что с IGF-1R способен связываться как 

IGF-I, так и IGF-II, вследствие чего многие сигнальные пути, в которых участвуют 

эти лиганды, пересекаются. Например, при активации сигнального пути 

(PI3K)/Akt, как было сказано выше, происходит подавление транскрипционных 

факторов FOXO. Также сигнальный путь (PI3K)/Akt посредством активации 

протеинкиназы Akt активирует белок mTOR (mammalian target of rapamycin), среди 

функций которого стоит отметить повышение белкового синтеза и подавление 

аутофагии. Регуляцию синтеза белков mTOR осуществляет посредством 

фосфорилирования белкового фактора, который способен связывать три изоформы 

эукариотических факторов инициации трансляции (eIF4E) – 4E-BP – и две 

изоформы киназы S6 (S6K). Стоит отметить, что in vivo mTOR находится в виде 

двух функционально различных комплексов: mTORC1 и mTORC2. В норме 

mTORС1 необходим для развития сердечно-сосудистой системы в эмбриогенезе и 

для постнатального поддержания структуры и функций сердечной ткани. 

Одновременно с этим подавление активности mTORC1 препятствует развитию 

патологической гипертрофии и повышает устойчивость кардиомиоцитов к стрессу, 

вызванному старением. Активность mTOR была исследована у мышей на фоне 

заболевания LEOPARD, названным на основе аббревиатуры, обозначающей 

основные особенности этого расстройства: множественные лентиго (L), нарушения 

проводимости ЭКГ (E), глазной гипертелоризм (O), стеноз легочной артерии (P), 

аномалии гениталий (A), задержку роста (R) и нейросенсорную глухоту (D). На 

фоне заболевания LEOPARD у мышей неконтролируемо возрастает активность 



 
 

 65 

mTOR, а ингибирование mTOR рапамицином полностью нивелирует возникшее 

гипертрофированное состояние сердечной мышцы [216]. Также mTORC1 способен 

фосфорилировать белок ULK, ингибируя его активность, заключающуюся в 

деградации белков и органелл при аутофагии [217].  

Рецептор IGF-1R передаёт сигнал внутри клетки посредством двух 

канонических сигнальных путей: (PI3K)/Akt и ERK (рис.9). Помимо этого, 

известно, что передача сигнала может происходить и с помощью неканонический 

для IGF-сигналлинга пути, который происходит через G-белки. В частности, было 

показано, что некоторые эффекты IGF-I ингибируются блокатором 

гетеротримерных Gi белков – Petrussis toxin (PTX), или коклюшный токсин – в 

некоторых клеточных линиях. Эти результаты говорят в пользу того, что 

активность IGF-1R в передаче внутриклеточного сигнала связана с Gi-белками. 

Помимо этого, для IGF-1R показана физическая ассоциация с представителями 

семейства G-белков Gαi и Gβ. Степень такой ассоциации увеличивается в результате 

взаимодействия с IGF-1R молекулы IGF-I. Эффектом от передачи сигнала через G-

белки, в свою очередь, является активация мембранной фосфолипазы С (PLC). PLC 

увеличивает количество инозитол 1, 4, 5 – трифосфата, такое увеличение приводит 

к регуляции транскрипции, опосредованной Ca2+ [108].  
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Рисунок 9. Канонические (выделены синим цветом) и неканонический (выделен 

красным цветом) пути передачи сигнала от IGF-I через IGF-1R рецептор [76]. 

Grb2 – белок 2, связанный с рецептором фактора роста, ERK – внеклеточная 

сигнал-регулируемая киназа, IRS – субстрат инсулинового рецептора, AKT1/2 – 

серин-треониновая протеинкиназа В alpha/beta, BAD – агонист белка клеточной 

гибели, связанный с BCL-2, mTOR – серин-треониновая протеинкиназа 

(mechanistic target of rapamycin) 4EBP1 – белок, связывающий три изоформы 

эукариотических факторов инициации трансляции, S6K – изоформа киназы S6, 

PLC – фосфолипаза С, IP3 – инозитол-1,4,5-трифосфат, InsP3R – 

инозитолтрифосфатный рецептор. Описание в тексте.  

 
 Развитие и дальнейшее поддержание нормальной работы сердечно-

сосудистой системы находится под контролем большого количества молекулярных 
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сигнальных путей. При этом каждый из таких путей тонко регулируется, а 

нарушение регуляции ведёт к серьёзным негативным последствиям, среди которых 

можно выделить гипертрофию, а также другие патологические состояния. В 

миокарде можно индуцировать гипертрофию с использованием таких 

молекулярных факторов, как ангиотензин-II, эндотелин-I, норадреналин, IGF-I и 

другие. При этом в развитии физиологической гипертрофии миокарда основную 

роль играет сигнальный путь IGF-I/PI3K/Akt. Так, у мышей с пониженной 

активностью сигнального пути IGF-I/PI3K/Akt наблюдается нормальный или 

уменьшенный размер сердца, а также сниженный гипертрофический ответ при 

физической нагрузке. В экспериментах на мышах по изучению эффектов от 

повышенной активности IGF-I/PI3K/Akt было показано, что размер сердца 

оставался в пределах нормы, как и гипертрофический ответ на физическую 

нагрузку. Помимо этого отмечалась высокая устойчивость к инфаркту миокарда, 

дилатационной кардиомиопатии и развитию артериальной гипертензии [218]. В 

предыдущих разделах обзора литературы было отмечено, что в результате 

нарушения активности FOXO, mTOR, Bcl-2 происходит развитие патологической 

гипертрофии. Помимо сигнального пути IGF-I/PI3K/Akt, рассматриваемого в 

качестве главного фактора в развитии физиологической гипертрофии, также в этом 

процессе может участвовать сигнальный путь ERK. Так, например, путь ERK 

активируется на фоне ранней адаптивной концентрической гипертрофии, однако 

такая активация снижается при поздней деструктивной эксцентрической 

гипертрофии (компенсаторная гипертрофия миокарда, при которой происходит 

утолщение стенки миокарда с дилатацией сердечной полости). Показано, что 

сигнальный путь ERK способен активироваться через рецепторы, которые связаны 

с G-белками. При этом такая активация происходит на фоне подвышенного 

давления. Так, в экспериментах на мышах, которые были мутантны по одному из 

компонентов ERK сигнального пути, обнаруживалась повышенная 

чувствительность к повышенному давлению, при этом не происходило развития 

гипертрофического ответа в ответ на поперечное сужение аорты. Таким образом, 

понижение активности ERK-сигнального каскада ассоциировано с 
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трансформацией от компенсаторной к патологической гипертрофической 

сердечной недостаточности при избыточном давлении и роль ERK в этом процессе 

заключается в предотвращении эксцентричного роста миокарда [219]. По всей 

видимости, помимо описанных выше эффектов сигнальный путь ERK участвует 

также в транспорте IGF-2R через мембрану. Так, использование ингибиторов ERK-

сигнального пути, в свою очередь, уменьшает количество IGF-2R в клеточной 

мембране [220]. 

Ранее в нашей лаборатории было показано, что при эндотелин-1 

индуцированной гипертрофии кардиомиоцитов в первичной культуре 

кардиомиоцитов крысы наблюдается повышение PAPP-A специфичного 

протеолиза IGFBP-4, что, в свою очередь, может приводить к увеличению 

концентрации свободного IGF-II в примембранном пуле. Можно предположить, 

что данный процесс может  являться потенциальным компенсаторным механизмом 

в ответ на развитие патологической гипертрофии миокарда [87]. Эти данные 

позволяют обозначить потенциально разные роли IGF-I и IGF-II в регуляции и 

развитии физиологической и патологической гипертрофии миокарда: IGF-I 

выступает в качестве фактора, который ведёт к развитию физиологической 

гипертрофии, как следствия внешних факторов, в то время как IGF-II ответственен 

за уменьшение последствий развившейся патологической гипертрофии.  

 

5.2  Атеросклероз 
 

Сигнальная система IGF участвует в развитии атеросклероза посредством 

активации гладкомышечных клеток и макрофагов, а также с помощью инициации 

процессов ангиогенеза и рестеноза [5]. Атеросклероз является многофакторным 

заболеванием, обладающим сложной патофизиологией. Показано, что при 

атеросклерозе IGF-I локально вырабатывается эндотелиальными и 

гладкомышечными клетками стенок сосудов и обнаруживается в плазме крови 

[221]. Также известно, что в формировании атеросклеротических бляшек помимо 

IGF играет роль система белков, регулирующих их биодоступность, то есть IGFBP 
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[72]. Биодоступность IGF, в частности, достигается благодаря действию 

протеолитических ферментов, расщепляющих IGFBP. Так, некоторые работы 

указывают на проатерогенную роль протеазы PAPP-A, которая способна 

специфически расщеплять IGFBP-4. Повышенный уровень PAPP-A 

обнаруживается в плазме крови у пациентов с такими заболеваниями сердечно-

сосудистой системы, как ИБС, бессимптомная гиперлипидемия, нестабильная 

стенокардия, острый инфаркт миокарда, атеросклеротические заболевания 

периферических артерий и другими [222–226]. При повышенной экспрессии PAPP-

A в гладкомышечной ткани артерий происходит повышение темпов развития 

атеросклеротического поражения сосудов. Эти результаты делают протеазу PAPP-

A атерогенным фактором. На основании этого факта в ряде исследований PAPP-A 

был использован в качестве потенциальной мишени в терапии 

атеросклеротических заболеваний [227]. В пользу того, что PAPP-A является 

атерогенным фактором также говорит то, что в экспериментах на мышах по 

ингибированию PAPP-A посредством высокоспецифичных антител через 10 

недель обнаруживалось уменьшение количества атеросклеротических бляшек на 

70% по сравнению с контрольной группой. Такой эффект оставался постоянным на 

фоне искусственно повышенного уровня холестерина и триглицеридов [119, 227].  

Участие PAPP-A в атеросклерозе доказывают результаты экспериментов на 

мышах по исследованию эффектов от гипер- и гипоэкспрессии PAPP-A. В 

результате оверэкспрессии PAPP-A в гладкомышечных клетках артерий у мышей 

происходило увеличение площади поражения артерий, при этом количество очагов 

поражений при этом не изменялось. Сниженная экспрессия PAPP-A 

препятствовала развитию атеросклеротических изменений в сосудах у мышей, 

дефицитных по аполипопротеину Е на фоне диеты с высоким содержанием жиров. 

При этом в экспериментах по ингибированию активности PAPP-A с помощью 

высокоспецифичных антител было показано, что происходит снижение количества 

атеросклеротических бляшек в аорте. [227–229]. Было показано, что 

проатерогенная роль PAPP-A зависит также от локализации протеолитической 

активности фермента по отношению к IGFBP-4. При протеолизе IGFBP-4, который 
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происходил во внеклеточной среде, не было обнаружено увеличения площади 

области поражения стенок сосудов [230].  

На основании результатов исследований, которые были приведены выше, 

можно заключить, что PAPP-A может выступать в качестве потенциальной 

терапевтической мишени для лечения атеросклероза через подавление её 

протеолитической активности. В свете того, что PAPP-A является потенциальной 

терапевтической мишенью, стоит обратить внимание на известные ингибиторы 

PAPP-A. Одним из известных ингибиторов протеолитической активности PAPP-A 

является станнинокальцин-2 (STC-2), который может образовывать ковалентный 

комплекс с PAPP-A, ингибируя её  [231]. Среди других ингибиторов PAPP-A 

известны микроРНК miR-490-2p, повышенная экспрессия которой понижает 

протеолитическую деградацию IGFBP-4 [232], станины и вещества, имеющие 

антиоксидантную природу [233].  

 

5.3  IGF-система и метаболический синдром 

 

В настоящее время хорошо известно, что пациенты с диабетом 2 типа имеют 

значительно большую частоту и худший прогноз ССЗ, чем люди, не страдающие 

диабетом [234–237]. По всей видимости, этот факт можно объяснить наличием 

некоторых сопутствующих факторов (например, гипертония), но нельзя исключать 

наличия дополнительных механизмов, через которые взаимосвязаны ССЗ и диабет. 

При этом устойчивость организма к инсулину, что является ключевой 

особенностью диабета 2 типа и метаболического синдрома, сама по себе 

ассоциирована с развитием патологий сердечно-сосудистой системы [238]. 

В ряде работ показано, что существует взаимосвязь между уровнями 

циркулирующего IGF-I и наличием ССЗ. При этом в большинстве исследований 

было детектировано снижение уровня IGF-I на фоне повышения риска развития 

ССЗ [239–242]. Усиление деградации IGFBP-3, опосредованной действием 

протеолитических ферментов, которое наблюдается при развитии диабета и ССЗ, 

по всей видимости представляет собой компенсаторный механизм, нацеленный на 
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увеличение концентрации IGF-I в плазме крови [243, 244]. Причинная роль 

снижения уровня IGF-I в развитии ССЗ и диабета хорошо объясняется при 

исследовании пациентов с полиморфизмом в промоторной области гена IGF-I  

[245]. В случае отсутствия интактного аллеля гена IGF-I наблюдается недостаток 

белка IGF-I. Данное состояние было выявлено у 12% из более 2000 индивидуумов. 

В таком случае риск развития диабета и инфаркта миокарда повышается в 1,7 раз, 

при этом у пациентов с дефицитом IGF-I и с диабетом 2 типа в 3,4 раза 

увеличивается риск инфаркта миокарда. Эти данные говорят в пользу того, что 

отклонение в уровне IGF-I является особенностью метаболического синдрома, 

который остаётся до конца неизученным. Не менее интересен тот факт, что низкие 

концентрации IGF-I и IGFBP-1 в крови независимо связаны с метаболическим 

синдромом и резистентностью к инсулину [246]. 

 

5.4  Компоненты IGF-сигнального пути как биомаркёры CCЗ и их 

диагностическое значение 
 
5.4.1. IGF-I и IGFBP-3 
 

Показано, что IGF-I является прогностическим маркёром острого инфаркта 

миокарда. При этом пороговое значение концентрации в сыворотке крови для IGF-

I при данном заболевании составляет 137 нг/мл. Более высокие концентрации 

ассоциируются с улучшением функциональных параметров сердца, в то время как 

более низкие ассоциируются с плохим прогнозом для выздоровления. При этом 

наблюдается сильная корреляция между увеличением концентраций IGF-I и 

IGFBP-3 [115]. Помимо того, что IGFBP-3 и IGF-I выступают в роли 

прогностических маркёров инфаркта миокарда, показано, что в тандеме эти 

молекулярные факторы являются диагностическими маркёрами для ишемической 

болезни сердца: низкие концентрации IGF-I и IGFBP-3 ассоциированы с этим 

заболеванием [247]. Также известно, что низкие концентрации IGF-I в сыворотке 
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крови наблюдаются при хронической и прогрессирующей сердечной 

недостаточности наряду с кахексией [248].  

5.4.2. IGF-II. 

При остром инфаркте миокарда показано снижение в сыворотке пациентов 

не только IGFBP-3 и IGF-I, но и IGF-II. При этом снижение концентраций этих трёх 

компонентов сигнальной системы IGF наблюдается непосредственно после 

инфаркта, однако, через неделю их концентрации достигают нормальных значений 

[249]. 

 

5.4.3. PAPP-A 
 

Протеаза PAPP-A, играющая значимую роль в регуляции биодоступности 

IGF, является маркёром ОКС. PAPP-A был детектирован в нестабильных 

атеросклеротических бляшках на стенках кровеносных сосудов [5]. Также сильная 

линейная корреляция была обнаружена между уровнем PAPP-A и уровнями двух 

других известных маркёров ранних стадий атеросклероза (концентрация кальция в 

коронарных артериях и толщина интима-медиа сонных артерий). Так, при 

пороговом значении концентрации PAPP-A равном 2,35 нг/мл, чувствительность и 

специфичность его как маркёра атеросклероза была оценена в 94,3% и 63,9% 

соответственно [250]. Более того, циркулирующий PAPP-A является сильным 

прогностическим маркёром, предполагается, что его прогностическая способность 

превосходит таковую для cTnI [251, 252].  

 

5.4.3. IGFBP-4 
 

В ряде работ показано, что повышение уровня фрагментов IGFBP-4 в крови 

ассоциировано с возрастанием риска развития ОКС у пациентов с ишемической 

болезнью сердца и повышением риска летального исхода от ССЗ у больных 

диабетом 1 типа [9, 162]. Также было показано, что у больных острой сердечной 

недостаточностью CT-IGFBP-4 является прогностическим маркером риска 
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летального исхода [10, 11]. Стоит отметить, что одним из самых распространенных 

патологических изменений в сердечной ткани при СН является патологическая 

гипертрофия кардиомиоцитов, в результате которой происходит увеличение 

сердечной мышечной массы.  

 

5.4.4. IGFBP-5 
 

Роль IGFBP-5, синтезируемого и секретируемого большим количеством 

типов клеток, как биомаркёра сердечно-сосудистых заболеваний, была показана 

при ишемической болезни сердца. Так, в сыворотке пациентов концентрация 

IGFBP-5 достоверно коррелировала с уровнями IGF-I, -II и IGFBP-3, которые, в 

свою очередь, повышались [173]. 

 

6. Кардиопротекторная роль IGF в сердечной ткани 

 

Несмотря на большое количество данных о роли IGF-сигнального пути в 

развитии сердечно-сосудистых патологий, в ряде исследований описываются 

кардиопротекторные свойства IGF при различных ССЗ. Например, на модели 

спонтанно гипертензивных крыс были показаны кардиопротекторные эффекты 

IGF-I в сердечной ткани [253]. В других исследованиях были продемонстрированы 

положительные эффекты оверэкспрессии IGF-II и IGF-I на функции сердца мышей 

после инфаркта миокарда [254, 255]. Также в работе Винсигуэрра и соавторов было 

показано, что повышенная экспрессия IGF-I приводит к повышению экспрессии 

кардиопротекторных генов в экспериментах на неонатальных кардимиоцитах, 

переведённых в гипертрофированное состояние [256]. При этом оверэкспрессия 

IGF-1R вызывает гипертрофию сердца, которая не связана с изменениями веса 

других органов. Стоит отметить, что увеличение всего органа являлось следствием 

увеличения в размерах кардиомиоцитов и не было ассоциировано с 

патологическим фенотипом, а, напротив, определялось аналогично 

физиологическому фенотипу, проявляемому у трансгенных мышей с мутацией 
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caPI3K в эксперименте Шиои и соавторов [257, 258]. Также было 

продемонстрировано, что повышенная экспрессия IGF-I в сердечной ткани может 

ослаблять (или полностью предотвращать) сократительную и метаболическую 

дисфункцию, вызванную питанием с высоким содержанием жиров [178]. Также 

было показано, что избыточная экспрессия IGF-1R кардиомиоцитами 

предотвращает фиброз сердца, ассоциированный с диабетом 1 типа и 

диастолическую дисфункцию [259]. 

В ряде работ на животных моделях было показано, что внутривенное введение 

IGF-I улучшает переносимость ишемии и восстановление сердечной функции 

после инфаркта миокарда [260, 261]. IGF-1 повышает усвоение глюкозы в 

организме и устойчивость к ишемии при гипертрофии миокарда, а введение IGF-I 

пациентам с хронической сердечной недостаточностью улучшает работу сердца за 

счет снижения постнагрузки и, возможно, за счет положительного инотропного 

эффекта – увеличения силы сокращения сердца [262]. В целом, эти результаты ещё 

раз говорят в пользу того, что кардиоспецифическая терапия на основе IGF-I может 

являться перспективным и действенным инструментом для профилактики ССЗ. 

Регуляция развития патологических и кардиопротекторных процессов в 

миокарде является одним их ключевых факторов поддержания физиологической 

активности сердца. Сигнальная система, активируемая инсулиноподобными 

факторами роста 1 и 2 (IGF-I, IGF-II), представляет собой путь клеточного 

сигналинга, оказывающий как позитивное, так и негативное влияние на миокард 

(рис.10).  
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Рисунок 10. Положительные и негативные эффекты, оказываемые IGF в 

сердечной ткани. По [76], с изменениями.            

 

 С одной стороны, IGF активируют развитие кардиопротекторных 

механизмов, играющих адаптивную и в некоторых случаях даже компенсаторную 

роль при различных стрессовых воздействиях. С другой стороны, инициация IGF-

сигнального каскада сопряжена с развитием широкого спектра сердечно-

сосудистых патологий. Степень выраженности позитивного и негативного 

воздействия IGF варьируется в широких пределах. Поэтому исследования 

регуляции IGF-сигнального пути в миокарде являются актуальной 

фундаментальной и прикладной задачей, а ключевые компоненты IGF-системы – 

перспективными мишенями для терапевтического воздействия.  

Регуляция биодоступности IGF осуществляется протеазой PAPP-A за счет её 

специфической протеолитической активности по отношению к белку IGFBP-4. В 

результате протеолитической реакции происходит выcвобождение IGF из 

комплекса с IGFBP-4. Таким образом, IGF может взаимодействовать со своим 

рецептором и влиять на такие процессы как клеточный рост, пролифереция, 

миграция и ангиогенез. Повышение уровня фрагментов IGFBP-4 может 
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свидетельствовать об увеличении количества IGF в примебранном пуле. В 

зависимости от своей концентрации, IGF может выступать и как кардиопротектор 

и как индуктор гипертрофических изменений. 

В этой связи тонкая регуляция концентрации IGF в примембранном пуле 

чрезвычайно важна для нормального функционирования сердца и также может 

принимать участие в развитии адаптивных реакций при патологических 

изменениях миокарда. Как упоминалось ранее, патологическая гипертрофия 

миокарда зачастую сопровождает многие ССЗ. Также, несмотря на то что на 

сегодняшний день было продемонстрировано множество исследований 

показывающих повышение концентрации фрагментов IGFBP-4 в крови пациентов 

до развития осложнений ССЗ, до сих пор не было показано, что протеолиз IGFBP-

4 под действием PAPP-A происходит в сердечной ткани в норме.  

Поэтому целью настоящей работы являлось исследование роли протеазы 

PAPP-A в сердечной ткани в норме и при гипертрофии.  

Для достижения данной цели нами были поставлены следующие задачи: 

5. Разработать и охарактеризовать модельные системы для исследования 

протеолиза IGFBP-4 под действием PAPP-A в кардиомиоцитах в норме; 

6. Изучить особенности протекания протеолитического расщепления IGFBP-4 

под действием PAPP-A, используя разработанные модельные системы; 

7. Разработать и охарактеризовать модельные системы для исследования 

протеолиза IGFBP-4 под действием PAPP-A в кардиомиоцитах при 

гипертрофии;  

8. Исследовать особенности протекания протеолиза IGFBP-4 под действием 

PAPP-A в культурах кардиомиоцитов, переведённых в гипертрофированное 

состояние. 
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МАТЕРИАЛЫ И МЕТОДЫ ИССЛЕДОВАНИЯ 

МАТЕРИАЛЫ ИССЛЕДОВАНИЯ 

Все использованные биохимические реактивы имели аналитическую чистоту 

и были приобретены в компаниях ПанЭко (Россия), Диа-М (Россия), РусХим 

(Россия), Sigma-Aldrich (США), Thermo Fisher Scientific (США), Merck (США), Bio-

Rad (США). Реактивы, использованные для проведения культурально-

биологических работ, были приобретены в компаниях ПанЭко (Россия), Диа-М 

(Россия), HyClone (США), Sigma-Aldrich (США) и Costar (Нидерланды). Также для 

проведения исследования были использованы следующие реагенты: вторичные 

антитела, меченные флуоресцентным красителем Alexa 594, специфичные к Fc-

фрагментам мышиных антител, а также фаллоидин, меченный Alexa 488, и 

краситель DAPI (Thermo Fisher Scientific, США). Моноклональные антитела: 

специфичные к сердечному тропонину T (клон TnT406), специфичные к 

сердечному тропонину I (клон MF4), антитела, специфичные к NT-IGFBP-4 (клоны 

IBP180, IBP3) и CT-IGFBP-4 (клоны IBP182, IBP163), антитела, специфичные к 

GFAP (клон GFAP81), рекомбинантные белки IGFBP-4, PAPP-A, NT-IGFBP-4 и 

CT-IGFBP-4, а также человеческий эндогенный BNP (HyTest, Финляндия). Часть 

экспериментов проводилась с использованием рекомбинантных белков IGFBP-4 и 

IGF-II (БелкиАнтитела РФ, Россия). 

МЕТОДЫ ИССЛЕДОВАНИЯ 

1. Культурально-биологические методы исследования 

1.1  Экспериментальные животные  

В работе использовали самцов крыс линии Wistar, полученных из вивария 

ФГБНУ «Научно-исследовательский институт общей патологии и 

патофизиологии». Животных содержали в помещении для содержания 

лабораторных животных в режиме двенадцатичасового светового дня с доступом к 

корму и воде ad libitum. В экспериментах использовали крыс на разных стадиях 
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онтогенеза: неонатальные – 2-4 дня и взрослые – 60-90 дней. Нулевым днем 

постнатального развития считали день родов. 

1.2 . Выделение первичной культуры кардиомиоцитов из сердец 

неонатальных крыс 

Четырёх 2–4-дневных крыс обрабатывали спиртом, затем декапитировали, 

извлекали сердца, помещали в стерильный однократный раствор Кребса-

Гензелейта (KHB) (HEPES 250 мM, pH 7,4, NaCl 1,18 M, KCl 48 мМ, MgSO4
 12,5 

мМ, K2HPO4 12,5 мМ) на льду. Затем переносили фалькон в стерильный бокс и 

далее работали в стерильных условиях под ламинаром. Сердца механически 

измельчали с помощью ножниц, после чего добавляли 1 мл раствора коллагеназы 

(приготовленный на 1хKHB, в концентрации 5 мг/мл, содержащий 5 мкМ СaCl2) и 

инкубировали 10 минут при 37оС и 5% CO2 в CO2-инкубаторе, затем разбивали 

ткань на отдельные клетки с помощью пипетирования. Дожидались оседания 

фрагментов ткани и отбирали супернатант. Полученный супернатант 

центрифугировали 5 минут при 800 rpm, после чего новый супернатант 

отбрасывали, а осадок ресуспендировали в 1 мл стерильной культуральной среды 

DMEM (DMEM, 10% ЭТС + 40 мкг/мл гентамицина) и временно помещали в CO2-

инкубатор. К нерасщепленным остаткам ткани повторно добавляли 1 мл 

коллагеназы, перемешивали переворачиванием пробирки 3-4 раза, и инкубировали 

10 минут при тех же условиях. Затем повторно отбирали супернатант, 

центрифугировали и клеточный осадок ресуспендировали в культуральной среде 

DMEM. Повторяли 5 раз до полного растворения ткани. После этого первые две 

фракции расщеплённой ткани отбрасывали, так как в них содержится большое 

количество клеток соединительной ткани и крови. После оседания клеток в 

оставшихся фракциях, супернатант отбрасывали, а клеточный осадок повторно 

ресуспендировали в культуральной среде DMEM, для дополнительной очистки от 

следовых количеств коллагеназы. После этого все фракции объединяли, 

предварительно профильтровав через сеточку с порами диаметром 100 мкм. 
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Рассаживали клетки в нужной плотности и растили в культуральной среде DMEM, 

содержащей 10% ЭТС в течение 4 дней, заменяя среду раз в два дня. 

1.3. Получение культуры кардиомиоцитов человека из индуцированных 

плюрипотентных стволовых клеток (ИПСК)  

Культура кардиомиоцитов человека, полученная из индуцированных 

плюрипотентных стволовых клеток, была любезно предоставлена коллегами из 

лаборатории клеточной биологии в ФНКЦ Физико-Химической медицины им. 

Академика Ю.М. Лопухина. Культура кардиомиоцитов была дифференцирована из 

линии человеческих ИПСК endo-iPS12. Данная линия была получена из HUVEC 

(клетки эндотелия пупочной вены человека) здорового донора. Клетки 

культивировались в культуральных планшетах покрытых Matrigel (BD, Franklin 

Lakes, NJ, USA). Среду меняли ежедневно. Для дифференцировки ИПСК в 

кардиомиоциты клетки растили в 24-луночных планшетах с плотностью 40000 

клеток/см2. При достижении 80-90% конфлюэнтности начинали дифференцировку 

с использованием набора для дифференциации желудочковых кардиомиоцитов 

STEMdiff
TM Cardiomyocyte Differentiation Kit (Stemcell Technologies) в 

соответствии с протоколом производителя. На 50-й день культивирования 

получали культуру кардиомиоцитов, которую использовали для in vitro 

экспериментов [205]. 

1.4.  Получение первичной культуры кардиомиоцитов из взрослых крыс 

После месяца содержания крыс в виварии, как контрольной, так и МКТ-группы, 

выделяли первичную культуру кардиомиоцитов по протоколу Алам и соавторов с 

небольшими изменениями [9]. Крыс инъецировали 200 мкл гепарина (5000 МЕ), 

после чего инкубировали 10 минут, чтобы избежать образования тромбов. После 

этого крысу декапитировали, вырезали сердце, промывали его в растворе KHB, 

после чего подвешивали через аорту к установке Лангендорфа. Промывали сердце 

c помощью 100 мл раствора KHB в течение 15 минут, после чего заменяли раствор 
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на раствор ферментов, содержащий 0,6 мг/мл коллагеназы II типа (Gibco) и 0,05 мг 

протеазы из Streptomyces griseus (Sigma Aldrich)  и 25 мкМ CaCl2. Промывали 

сердце раствором коллагеназы и протеазы в течение 40 минут, после чего сердце 

помещали в чашку Петри с физиологическим раствором KHB, содержащим 

ингибитор сокращения кардиомиоцитов 2,3-бутандион моноксим (БДМ). Сердце 

очищали от соединительной ткани и удаляли предсердия. Желудочки механически 

измельчали и пипетировали, чтобы разбить ткань на клетки. Далее суспензию 

клеток фильтровали через клеточный фильтр с порами диаметром 100 мкм и 

центрифугировали при низких оборотах в течение 3 минут для удаления нецелевых 

клеток. Супернатант отбрасывали, а осадок ресуспендировали в физиологическом 

растворе KHB, содержащем 1 мг/мл БДМ, 10 мг/мл БСА и 100 мкМ CaCl2, после 

чего дожидались оседания клеток. Супернатант отбрасывали, а осадок повторно 

ресуспендировали в том же растворе и центрифугировали при низких оборотах в 

течение 3 минут. Затем осадок ресуспендировали в культуральной среде DMEM, 

содержащей 10% ЭТС. Клетки высеивали в культуральные 24-луночные планшеты, 

покрытые фибронектином (40 мкг/мл) и инкубировали в течение 2 часов для 

прикрепления кардиомиоцитов.  

1.5. Определение площади кардиомиоцитов  

Для оценки степени гипертрофических изменений производили измерение 

площади кардиомиоцитов. Измерение проводили посредством программного 

обеспечения Image J (Fiji) на снимках, полученных с помощью флуоресцентного 

или конфокального микроскопа. Для определения площади клеток использовали 

сигнал после иммуноцитохимического окрашивания от цитоплазматических 

маркёров (TnT или TnI, actin) (См. раздел 2.1. «Иммуноцитохимическое 

окрашивание культур кардиомиоцитов»). В программе ImageJ вводили значение 

масштабной шкалы в мкм, соотвестсвующее размерам изображения в пикселях, 

после чего с помощью предустановленных плагинов программы ImageJ и 

последовательности команд Analyze-Measure рассчитывали значение площади 

отдельной клетки в мкм2. Для этого по границе клеток строили ломаную линию, 
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которая замыкалась в многоугольник. Для каждого снимка рассчитывали площадь 

как минимум 15 кардиомиоцитов, затем полученные значения использовали для 

расчёта среднего значения площади клеток. 

1.6. Характеристика выраженности гипертрофии при МКТ-индуцированной 

гипертрофии миокарда 

Для измерения давления в правом желудочке (ПЖ) животным вводили 

катетер в правую яремную вену и направляли в правый желудочек, регистрируя 

давление с помощью датчика. Степень выраженности МКТ-индуцированной 

гипертрофии ПЖ оценивали как отношение массы ПЖ к массе сердца в 

процентах. Коэффициент массы ПЖ и лёгких рассчитывали, как отношение 

массы сердца или лёгких к массе тела в процентах.  

1.7. Определение частоты сокращений кардиомиоцитов  

Частоту сокращений кардиомиоцитов определяли, фиксируя сокращение во 

времени в 10 точках культуры, чтобы оценить равномерность и регулярность 

сокращений. Для этого визуально отслеживали акты сокращений кардиомиоцитов 

за определённый отрезок времени, а затем проводили пересчёт на количество 

сокращений в минуту.  

1.8. Индукция гипертрофического ответа кардиомиоцитов под действием 

эндотелина-1 и норадреналина 

В выбранные лунки 24-луночного планшета с кардиомиоцитами, 

содержащие свежую культуральную среду, вносили раствор эндотелина-1, 

приготовленный на бидистиллированной воде, до конечных концентраций 20 нМ, 

50 нМ и 100 нМ. Процент бидистиллированной воды в конечном объёме не 

превышал 0,25% от всего объёма среды в лунке. В контрольные лунки добавляли 

бидистиллированную воду. Инкубировали клетки с эндотелином-1 в клеточном 

инкубаторе в течение 24 и 48 часов при 37°С и 5% CO2. В отдельных лунках 
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планшета с культурой кардиомиоцитов проводили индукцию гипертрофии под 

действием норадреналина. В лунки добавляли раствор норадреналина, 

приготовленный на бидистиллированной воде, в концентрациях 2 мкМ, 5 мкМ и 10 

мкМ. Процент бидистиллированной воды в конечном объёме не превышал 0,1% от 

всего объёма среды в лунке.  Для повышения стабильности норадреналина в 

культуральной среде во все экспериментальные лунки дополнительно вносили 

аскорбиновую кислоту до конечной концентрации 0,1 мМ. В контрольные лунки 

добавляли аскорбиновую кислоту и воду. Инкубировали клетки с норадреналином 

в течение 24 и 48 часов при 37°С и 5% CO2. Для оценки размеров клеток 

фотографировали кардиомиоциты в режиме фазового контраста в норме и после 

инкубации с эндотелином-1 или норадреналином.  

1.9. Индукция гипертрофии сердца под действием монокроталина  

 

Крыс линии Wistar cлучайным образом распределяли в контрольную группу и 

группу, получавшую монокроталин (MКT). Рассчитывали количество MКT для 

инъекции животным из расчёта 60 мг/кг. МКТ, приготовленный на 60% спирте в 

дозе 20 мг/мл вводили крысам подкожно в вентральную часть грудной клетки, 

контрольной группе вводили аналогичную дозу 60% спирта. После чего содержали 

крыс в виварии в течение месяца. 

 

1.10. Проточная цитофлуориметрия 

 

Клетки отделяли от подложки с помощью раствора трипсин–ЭДТА (0,25%) 

при 37°C и 5% CO2. Затем добавляли стерильную культуральную среду DMEM, 

содержащую 3% ЭТС, для ингибирования протеолитической активности трипсина. 

Клеточные суспензии центрифугировали при 300g в течение 5 мин при 25°C, 

удаляли супернатант и 3 раза промывали клетки ФСБ. Затем клетки фиксировали в 

4% параформальдегиде в течение 30 мин на льду и осторожно промывали 3 раза 

холодным ФСБ. Каждый образец инкубировали на льду в течение 30 мин с 
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холодным 80% этанолом с последующей трёхкратной промывкой буфером FACS 

(ФСБ с добавлением 1% ЭТС). Затем клетки инкубировали с контролем изотипа 

IgG и антителами TnT406 к сердечной изоформе тропонина Т человека в буфере 

FACS в течение ночи при температуре + 4°C. Затем каждый образец инкубировали 

в буфере FACS со вторичными анти-мышиными поликлональными антителами, 

конъюгированными с Alexa-488 (Thermo Fisher Scientific, США), на льду в течение 

30 минут. Клетки дважды промывали буфером FACS, а затем смешивали с равным 

объёмом раствора DAPI (200 нг/мл). Анализ методом проточной цитометрии 

проводили на проточном цитометре ACEA Novocyte Novosampler (ACEA 

Biosciences, Сан-Диего, Калифорния, США). Оценивали распределение популяций 

клеток на основании регистрации прямого (малоуглового) светорассеяния (FSC) и 

флуоресценции метки Alexa-488 (FITC). Значения FSC пропорциональны размерам 

клетки, так как данный параметр детектируется вблизи оси лазерного луча, 

падающего на клетку в прямом направлении под углом примерно 20о. В результате 

измерения прямого (малоуглового) светорассеяния, характеризующего размеры 

клеток, была отобрана популяция целых клеток и отбрасывалась популяция 

клеточного дебриса.  

На основании распределения популяции, детектируемой по изотипическому 

контролю, выставляли параметры для детекции клеточной популяции, 

детектируемой по кардиотропонину Т. Значения FITC-A соответствуют детекции 

флуоресцентной метки Alexa-488. 

 

1.11. Приготовление клеточных лизатов 
 

Для приготовления клеточных лизатов клетки промывали 3 раза ФБС с 

последующим добавлением 300 мкл буфера для лизиса (ФСБ с 0,1%-ным 

содержанием Triton X-100, 20 мкг/мл фенилметилсульфонилфторида (PMSF), 3 

мкг/мл апротинина, 1 мкМ пепстатина А). Затем образцы подвергали 

ультразвуковой обработке с помощью аппарата Branson Sonifier (США) при 10% 

амплитуде в течение 10 секунд, затем пробы замораживали и хранили при 
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температуре -20°C. Концентрацию белка в клеточных лизатах определяли с 

помощью анализа белка по Брэдфорду. Полученные значения были использованы 

для нормализации концентраций PAPP-A, BNP, NT- и CT-IGFBP-4, а также 

значений флуоресценции AlamarBlue (CPS – counts per second). 

2. Биохимические методы исследования  

2.1. Исследование жизнеспособности культур кардиомиоцитов с помощью 

AlamarBlue 

 На первой стадии культуру кардиомиоцитов избавляли от компонентов 

культуральной среды посредством нескольких последовательных промывок ФСБ 

(137 мМ NaCl, 2,7 мМ KCl, 10 мМ Na2HPO4, 1,76 мМ KH2PO4, pH 7,4). После чего 

добавляли 900 мкл культуральной среды и 100 мкл AlamarBlue. Инкубировали в 

течение 4 часов при 37оС и 5%СО2. Затем измеряли значения флуоресценции на 

планшетном ридере CLARIOstarPlus при 590 нм. Значения нормировали на 

количество тотального белка в лунке, после чего пересчитывали значение в лунке 

после обработки индуктором гипертрофии (CPSn) на значение флуоресценции в 

лунке без индуктора гипертрофии (CPS0). Получали относительные единицы, 

которые представляли как CPSn/CPS0/мг белка. 

2.2. Иммуноцитохимическое окрашивание культур кардиомиоцитов 

На первой стадии культуру кардиомиоцитов избавляли от компонентов 

культуральной среды посредством нескольких последовательных промывок ФСБ 

(137 мМ NaCl, 2,7 мМ KCl, 10 мМ Na2HPO4, 1,76 мМ KH2PO4, pH 7,4). Затем 

проводили фиксацию и пермеабилизацию мембран клеток при комнатной 

температуре посредством обработки клеток раствором 4% параформальдегида в 

течение 15 минут и последующей обработкой раствором 0,1% Тритона X-100, 

соответственно. После промывки с помощью ФСБ для блокировки мест 

неспецифической сорбции антител в лунки планшета вносили раствор 1% ЭТС на 

ФСБT (ФСБ, 0,5% Tween20, pH 7,4) и инкубировали 30 минут при комнатной 
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температуре. На следующей стадии клетки переводили в раствор первичных 

антител, высокоспецифичных к сердечной изоформе тропонина Т (406, Hytest, 

Финляндия) или тропонина I (MF4, Hytest, Финляндия) с конечной концентрацией 

2 мкг/мл, приготовленный в буфере ФСБT, содержащем 1% ЭТС.  Клетки с 

раствором первичных антител инкубировали в течение ночи при +4oC. Затем лунки 

планшета промывали ФСБТ и переводили клетки в раствор вторичных антител, 

высокоспецифичных к Fc-фрагментам антител мыши, конъюгированные с 

флуоресцентной меткой Alexa-594, с конечной концентрацией 2 мкг/мл, 

приготовленный на буфере ФСБT, содержащем 1% ЭТС. Также в состав этого 

раствора входил специфический маркёр актина фаллоидин, конъюгированный с 

флуоресцентной меткой Alexa-488, в указанных производителем разведениях. 

Клетки в растворе вторичных антител и фаллоидина инкубировали в течение двух 

часов при комнатной температуре, затем промывали ФСБТ и добавляли 

интеркалирующий краситель хроматина DAPI, приготовленный на ФСБ, в 

указанном производителем разведении. Инкубацию проводили в течение 10 минут 

при комнатной температуре. После последней отмывки полученные окрашенные 

препараты кардиомиоцитов анализировали с помощью конфокального микроскопа 

Olympus FV3000. Также в качестве контроля проводили иммуноцитохимическое 

окрашивание по методике, описанной выше, без первичных антител, а также с 

помощью первичных антител (GFAP81) того же изотипа, что и антитела к 

кардиотропонину (IgG2a), специфичных к глиальному фибриллярному кислому 

белку (GFAP). 

2.3. Протеолитическое расщепление IGFBP-4 под действием PAPP-A в 

полученной культуре  

Для количественного анализа протеолиза IGFBP-4 в среде кардиомиоцитов 

использовали метод Лаурсена и его коллег [8] с некоторыми модификациями. В 

качестве субстрата использовали смесь, содержащую рекомбинантные белки 

IGFBP-4 и IGF-II человека, а также CaCl2, растворенные в буфере ТСБ (50 мМ Tris-



 
 

 86 

HCl, pH 7,5; 150 мM NaCl). Смесь инкубировали 30 минут при комнатной 

температуре для формирования комплекса IGFBP-4 с IGF-II. Затем субстратную 

смесь добавляли в среду кардиомиоцитов. Инкубировали при 37°С и 5% CO2 в 

течение определенных промежутков времени (от 1 до 24 часов). По завершении 

инкубации реакцию останавливали добавлением ЭДТА до конечной концентрации 

5 мМ. В полученных образцах среды определяли концентрацию NT-IGFBP-4, CT-

IGFBP-4 методом флуоресцентного иммуноанализа «сэндвич»-типа. Полученные 

значения нормировали на тотальный белок, измеренный методом Бредфорда. 

2.4. Измерение концентрации N- и C-концевых фрагментов IGFBP-4 в 

кондиционированной среде кардиомиоцитов методом флуороиммунного 

анализа «сэндвич»- типа (ФИА)  

Концентрации N- и C- концевых фрагментов IGFBP-4 в кондиционированной 

среде определяли методом неоэпитоп-специфичного флуороиммунного анализа 

«сэндвич»-типа с использованием пар антител IBP3-IBP180Eu* и IBP182-IBP163Eu*. 

В качестве «нижних» антител были использованы моноклональные антитела IBP3 

(NT-IGFBP-4) и IBP182 (CT-IGFBP-4), а в качестве детекторных антител – 

моноклональные антитела IBP180 (NT-IGFBP-4) и IBP163 (CT-IGFBP-4, 

конъюгированные с хелатом европия. Все измерения проводили в двух 

повторностях. В лунки 96-ти луночного полистрольного планшета вносили по 100 

мкл раствора антител в ФСБ с концентрацией 10 мкг/мл. Планшет инкубировали в 

течение часа при комнатной температуре при перемешивании и отмывали 

промывочным буфером (10 мМ Трис-HCl, рН 7,8, 150 мМ NaCl, 0,05% NaN3, 0,05% 

БСА, 0,025% Tween20). После этого в каждую лунку планшета вносили 50 мкл 

образца, разведённого в буфере для анализа (50 мМ Трис-HCl буфер, 0,9% NaCl, 

0,01% Tween 40, 0,5% бычьего сывороточного альбумина, 0,05% NaN3 pH 7,7) и 50 

мкл детекторных антител (2 мкг/мл) в буфере для анализа, конъюгированных со 

стабильным хелатом европия (Eu3*). Для измерения CT-IGFBP-4 в буфер для 

анализа добавляли NaCl для снижения кросс-реактивности антител по отношению 

к полноразмерной форме IGFBP-4. Планшеты инкубировали 1 час при комнатной 
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температуре при постоянном перемешивании, затем вновь отмывали 

промывочным буфером. После этого в лунки вносили по 200 мкл раствора для 

усиления флуоресценции LANFIA (1,75 М NaSCN, 1 M NaCl, 50 мМ глицин-NaOH, 

5 мМ NaHCO3, 5% глицерин, 20% пропанол-1, рН 10), инкубировали в течение 3 

мин при комнатной температуре при перемешивании, затем детектировали 

флуоресценцию на планшетном анализаторе Victor X (Perkin Elmer) в режиме 

Europium при длине волны 365 нм. Полученные значения нормировали на 

тотальный белок, измеренный методом Бредфорда. 

2.5. Измерение концентрации натрийуритического пептида B (BNP) в 

кондиционированной среде кардиомиоцитов методом флуроиммунного 

анализа «сэндвич»-типа  

 Концентрацию BNP определяли методом флуороиммунного анализа 

«сэндвич»-типа с использованием пары антител 24С5-AbBNP2Eu3*. В качестве 

«нижних» антител были использованы моноклональные антитела 24С5, а в 

качестве детекторных антител – моноклональные антитела AbBNP2Eu3*. Все 

измерения проводили в двух повторностях. В лунки 96-ти луночного 

полистирольного планшета вносили по 100 мкл раствора антител в ФСБ с 

концентрацией 2 мкг/мл. Планшет инкубировали в течение часа при комнатной 

температуре при перемешивании и отмывали промывочным буфером. После этого 

в каждую лунку планшета вносили 100 мкл образца, разведённого в буфере для 

анализа и инкубировали 1 час при комнатной температуре при перемешивании и 

отмывали промывочным буфером. После этого вносили по 50 мкл детекторных 

антител (4 мкг/мл), конъюгированных со стабильным хелатом европия, в 

аналогичном буфере. Планшеты инкубировали час при комнатной температуре при 

постоянном перемешивании, затем вновь отмывали промывочным буфером. После 

этого в лунки вносили по 200 мкл раствора для усиления флуоресценции LANFIA, 

инкубировали в течение 3 мин при комнатной температуре при перемешивании, 

затем детектировали флуоресценцию на планшетном анализаторе Victor X (Perkin 
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Elmer) в режиме Europium при 365 нм. Полученные значения нормировали на 

тотальный белок, измеренный методом Бредфорда. 

 

2.6. Измерение концентрации димерного PAPP-A в кондиционированной среде 

культуры кардиомиоцитов, дифференцированной из ИПСК методом ФИА 

«сэндвич»-типа 

 

 Клеткам заменяли среду на свежую, затем клетки культивировали в 

инкубаторе в течение 1, 3 и 24 часов, после чего отбирали кондиционированную 

среду и замораживали.  Для измерения концентрации PAPP-A в 

кондиционированной среде использовали метод ФИА «сэндвич»-типа с 

использованием пары антител 10Е2-10Е1Eu*, специфичной к димерной то есть 

протеолитически активной изоформе PAPP-A. В качестве «нижних» антител были 

использованы моноклональные антитела 10Е2, а в качестве детекторных антител – 

моноклональные антитела 10Е1Eu3*. Все измерения проводили в двух повторностях. 

В лунки 96-ти луночного полистирольного планшета вносили по 100 мкл раствора 

антител в ФСБ с концентрацией 2 мкг/мл. Планшет инкубировали в течение 1 часа 

при комнатной температуре при перемешивании и отмывали промывочным 

буфером. После этого в каждую лунку планшета вносили 100 мкл образца, 

разведённого в буфере для анализа и инкубировали 1 час при комнатной 

температуре при перемешивании и отмывали промывочным буфером. После этого 

вносили по 50 мкл детекторных антител (4 мкг/мл), конъюгированных со 

стабильным хелатом европия, в аналогичном буфере. Планшеты инкубировали 1 

час при комнатной температуре при постоянном перемешивании, затем вновь 

отмывали промывочным буфером. После этого в лунки вносили по 200 мкл 

раствора для усиления флуоресценции LANFIA, инкубировали в течение 3 мин при 

комнатной температуре при перемешивании, затем детектировали флуоресценцию 

на планшетном анализаторе Victor X (Perkin Elmer) в режиме Europium при 365 нм. 

Полученные значения нормировали на тотальный белок, измеренный методом 

Бредфорда. 
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2.7. Измерение концентрации белка методом Бредфорда 

 

 20 мкл образца в трех разведениях (в 2, 5 и 10 раз) помещали в лунку 96-

луночного планшета, затем добавляли 200 мкл рабочего раствора Coomassie G250 

и инкубировали на шейкере при комнатной температуре в течение 5 минут. Затем 

проводили измерение оптического поглощения при 595 нм с использованием 

планшетного ридера CLARIOstarPlus. По результатам измерений считали среднее 

значение по трем разведениям и нормировали на среднее значение. 

3. Статистическая обработка результатов  

Статистическую обработку полученных данных проводили с помощью 

программного обеспечения GraphPad Prizm 9.0. Данные представлены в виде 

среднего +/- стандартного отклонения или среднего +/- стандартной ошибки 

среднего. Количество отдельных измерений (n) указано в подписях к рисункам. 

Для оценки распределения выборки был выполнен тест Шапиро–Уилка. Для 

сравнения данных с нормальным распределением проводился t-критерий 

Стьюдента или однофакторный дисперсионный анализ (ANOVA). Различия 

считались достоверными при p≤0,05.  
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РЕЗУЛЬТАТЫ ИССЛЕДОВАНИЯ 

1. Роль PAPP-A в сердечной ткани в норме 
 

1.1.  Разработка модельных систем для изучения роли PAPP-A в 

сердечной ткани 
 
 В нашей работе для исследования роли PAPP-A в развитии такого сложного 

и многофакторного патологического состояния как гипертрофия сердечной ткани 

мы поставили задачу разработать как in vitro, так и in vivo подходы к 

моделированию данной патологии кардиомиоцитов. На первом этапе нашей 

работы мы сосредоточились на разработке in vitro модельных систем. 
 

1.1.1 Характеристика клеточных культур кардиомиоцитов 

методом фазового контрастирования 
 

Cердечная ткань имеет гетерогенную природу и представлена различными 

типами клеток. В связи с этим для исследования молекулярных механизмов 

функционирования различных белков в сердечной мышечной ткани в норме и при 

патологических состояниях in vitro необходимо использовать изолированную 

культуру кардиомиоцитов. Наиболее широко используемой клеточной моделью 

для исследования таких процессов является первичная культура неонатальных 

кардиомиоцитов крысы, так как является наиболее физиологически близкой по 

биохимическим и физиологическим свойствам к клеткам интактного миокарда. 

Данная культура имеет ряд преимуществ, прежде всего, процедура выделения 

первичной культуры из неонатальных крыс является менее трудоемкой и более 

быстрой, чем выделение первичной культуры из взрослых крыс [263].  

В настоящем исследовании для изучения роли PAPP-A в сердечной ткани в 

норме и при гипертрофии были использованы три модельные системы:  

1) Первичная культура кардиомиоцитов, полученная из неонатальных крыс. 

К ограничениям данной модели можно отнести гетерогенность: культура содержит 

не только кардиомиоциты (10-70%), но и другие типы клеток, включая 
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фибробласты, гладкомышечные клетки и клетки эндотелия. Это затрудняет 

интерпретацию результатов, поскольку не всегда ясно, какие из наблюдаемых 

эффектов связаны именно с кардиомиоцитами. Другими ограничениями данной 

модели являются различия в функционировании белков - механизмы 

функционирования белков в неонатальном и взрослом сердце могут отличаться, 

что может влиять на результаты исследования. К несомненным преимуществам 

данной модели можно отнести простоту выделения и культивирования 

неонатальных кардиомиоцитов и высокую жизнеспособность. 

2) Культура кардиомиоцитов, полученная из ИПСК. Данная модель обладает 

рядом преимуществ, первым из которых является высокая однородность культуры: 

содержание кардиомиоцитов в культуре может достигать 98-100%, что 

значительно облегчает интерпретацию результатов экспериментов, проводимых с 

использованием данной культуры. Вторым важным преимуществом этой модели 

является возможность проводить эксперименты на кардиомиоцитах человека, что 

особенно важно для исследования специфических особенностей сердечной ткани 

человека. Ограничением данной модели может являться неполная 

дифференцировка получаемых кардиомиоцитов. Поэтому данная модель требует 

проведения дополнительного этапа характеристики культуры для подтверждения 

успешности дифференцировки полученных кардиомиоцитов, например, методом 

проточной цитофлуориметрии.  

3) Первичная культура кардиомиоцитов, полученная из сердец взрослых 

крыс. Данная модель обладает рядом преимуществ: высокая степень 

дифференцировки - культура состоит преимущественно из 

высокодифференцированных кардиомиоцитов, что максимально приближает её к 

условиям in vivo. Зрелость - кардиомиоциты, полученные из сердца взрослой особи, 

соответствуют по своей зрелости кардиомиоцитам миокарда. Основным 

ограничением данной модели является низкая жизнеспособность получаемых 

кардиомиоцитов. 
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Таким образом, использование различных модельных систем, обладающих 

как преимуществами, так и недостатками, позволяет получить более полную 

картину роли PAPP-A в сердечной ткани в норме и при гипертрофии. 

На первом этапе нашей работы все культуры кардиомиоцитов были 

охарактеризованы методом фазового контрастирования (рис. 11).  

 

 
Рисунок 11. Фотографии культур кардиомиоцитов, сделанные в режиме фазового 

контраста: А - первичной культуры кардиомиоцитов из неонатальных крыс, на 1 
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и 7 дни культивирования, Б - типичной культуры человеческих кардиомиоцитов, 

полученных из ИПСК на 50 день культивирования и В - первичной культуры 

взрослых кардиомиоцитов крысы на 1 день культивирования. 

 
На рисунке 11А представлена динамика изменения морфологии 

неонатальных кардиомиоцитов во времени.  На 7-й день культивирования, 

культура приобретала фенотип, соответствующий кардиомиоцитам. Так как 

полученная культура являлась первичной, в ней содержались как клетки, 

морфологически похожие на целевые кардиомиоциты, представляющие собой 

слаженно сокращающийся синцитий с частотой 11 ударов в минуту, так и другие 

клетки, имеющие фенотип фибробластов и эндотелиальных клеток. Неонатальные 

кардиомиоциты имеют меньшие размеры, чем зрелые кардиомиоциты и обладают 

высокой способностью к регенерации, что позволяет сердцу быстро расти и 

адаптироваться в процессе раннего развития. Кардиофибробласты представляют 

собой несимметричные крупные относительно других веретеновидные клетки, 

имеющие многочисленные отростки. Данные клетки, как правило, имеют большой 

объём цитоплазмы, а также вытянутое или овальное ядро. Эндотелиальные клетки 

представляют собой тонкие плоские клетки, напоминающие пластинки. Клетки 

эндотелия имеют меньший размер по сравнению с другими клетками сердечной 

ткани и небольшой объём цитоплазмы. 

Культура кардиомиоцитов человека, дифференцированная из ИПСК, была 

любезно предоставлена коллегами из лаборатории клеточной биологии в ФНКЦ 

Физико-Химической медицины им. Академика Ю.М. Лопухина. Данная культура 

была дифференцирована из человеческих ИПСК линии endo-IPS12. После 

культивирования в течение 50 дней, как описано в разделе «Методы 

исследования», полученная популяция человеческих кардиомиоцитов, 

дифференцированная из линии endo-IPS12, представляла собой клеточный 

синцитий (рис. 11Б) и демонстрировала сокращение с частотой 22 удара в минуту, 

что является важнейшей характеристикой формирования сократительного 

аппарата в кардиомиоцитах при успешной дифференцировке из ИПСК.  При 
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микроскопировании полученной культуры можно было видеть, что 

кардиомиоциты демонстрировали скоординированное волнообразное и ритмичное 

сокращение.  

Третьей модельной системой, используемой в данном исследовании, 

является первичная культура кардиомиоцитов, полученная из взрослых крыс (рис. 

11В). Культура представляет собой большое количество отдельных клеток с 

одинаковой морфологией, не объединённых в единый синцитий. Несомненным 

преимуществом данной клеточной культуры является то, что её можно выделять из 

взрослых особей, а также тот факт, что первые несколько часов в ней полностью 

сохраняется морфология, присущая изолированным кардиомиоцитам. После 

прикрепления к субстрату, в качестве которого был использован фибронектин, как 

описано в разделе «Методы исследования», кардиомиоциты имели чётко 

выраженную цилиндрическую форму и либо совсем не демонстрировали 

сокращения, либо были заметны единичные сокращения отдельных клеток.  

Уже на второй день культивирования кардиомиоциты меняли свою 

морфологию, большое количество клеток откреплялось от субстрата и умирало. 

Поэтому все эксперименты проводились в течение суток после выделения 

первичной культуры кардиомиоцитов. Данная особенность первичной культуры 

кардиомиоцитов, полученных из взрослых крыс, является основным недостатком 

данной модели, не позволяющим проводить на ней длительные эксперименты.   
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1.1.2 Характеристика клеточных культур кардиомиоцитов 

методом иммуноцитохимического окрашивания 
 

Для более детальной характеристики модельных систем на следующем этапе 

нашей работы мы определяли содержание кардиомиоцитов в полученных 

культурах, или чистоту культур. Для этого было проведено 

иммуноцитохимическое окрашивание с использованием антител, 

конъюгированных с флуоресцентной меткой Alexa-555, специфичных к сердечным 

изоформам тропонина I и T, белкам, входящим в состав тропонинового комплекса 

кардиомиоцитов и поэтому являющимися специфичными маркёрами данного типа 

клеток и сердечной ткани в целом. Также в полученных культурах выявляли 

хроматин с использованием интеркалирующего ядерного красителя DAPI и F-

актин с использованием фаллоидина, конъюгированного с флуоресцентной меткой 

Alexa-488. Все полученные культуры фотографировали и оценивали содержание 

кардиомиоцитов, рассчитывая отношение количества клеток с детектированным 

тропонином I или T к общему количеству клеток для каждого снимка.  

На серии фотографий ниже представлены результаты флуоресцентной 

микроскопии после иммуноцитохимического окрашивания культур 

кардиомиоцитов (рис. 12).   
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Рисунок 12. Иммунофлуоресцентное окрашивание с использованием (слева 

направо) флуоресцентного ядерного красителя DAPI (синий); фаллоидина, 

конъюгированного с флуоресцентной меткой Alexa-488 (зеленый); вторичных 

антител конъюгированных с флуоресцентной меткой Alexa-555 (красный); 

объединение фотографий, сделанных в трёх флуоресцентных каналах при 

одинаковом увеличении.   А - типичная первичная культура кардиомиоцитов, 

полученная из неонатальных крыс; Б - типичная культура кардиомиоцитов, 
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полученная из ИПСК человека; В, Г, Д - типичная культура кардиомиоцитов, 

полученная из взрослых крыс. Окрашивание с помощью моноклональных антител, 

специфичных к сердечной изоформе тропонина I человека (клон MF4) (А и В); 

антител, специфичных к сердечной изоформе тропонина T человека (клон TnT406) 

(Б); без первичных антител (Г); с использованием антител специфичных к GFAP 

(клон GFAP81) (Д). Описание в тексте. 

 

На основании изображений оценивали чистоту полученных культур, или 

содержание кардиомиоцитов. Общую площадь, занимаемую культурой, оценивали 

по сигналам в зеленом канале от актина, так как он пристутвует во всех клетках 

культуры, и принимали её за 100 %. Ввиду того, что сердечные изоформы 

тропонина I и T являются маркёрами кардиомиоцитов, количество кардиомиоцитов 

в культурах оценивали как процент площади, занимаемой клетками с 

детектируемым тропонином I или Т, от площади, занимаемой всеми клетками 

полученной культуры.  

Таким образом, из представленных на рисунке 12А результатов заметно 

содержание как клеток, детектируемых по кардиотропонину I, так и примесных 

клеток. После подсчёта соотношения площади данных типов клеток содержание 

кардиомиоцитов в полученной первичной культуре неонатальных кардиомиоцитов 

составило 60% + 10% от площади конфлюэнта. 

Ввиду незрелости кардиомиоцитов, дифференцированных из ИПСК, 

окрашивание проводили с использованием антител специфичных к сердечной 

изоформе тропонина Т - ТnT406 (Hytest, Финаляндия), так как известно, что уровни 

сердечного тропонина I у кардиомиоцитов, диференцированных из ИПСК, 

отсутствуют или снижены в пользу изоформы медленного скелетного тропонина I 

[264]. Данная изоформа медленного скелетного тропонина I обнаруживается в 

сердце во время развития и по мере созревания сердечной мышцы сменяется на 

сердечную изоформу тропонина I [265, 266]. В случае же первичных культур 

кардиомиоцитов, выделенных из неонатальных и взрослых крыс, сердечная 
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изоформа тропонина I детектировалась с помощью специфичных моноклональных 

антител MF4 (Hytest, Финляндия). 

Из представленных на рисунке 12Б результатов видно, что тропонин Т 

детектируется практически во всех клетках культуры кардиомиоцитов, 

полученных из ИПСК. Присутствие сердечной изоформы тропонина Т в 

полученных кардиомиоцитах, как и сокращение, является важной характеристикой 

релевантности данной клеточной модели. Среднее содержание кардиомиоцитов в 

нескольких независимо дифференцированных культурах кардиомиоцитов 

составило 97% + 2%, что говорит о том, что полученную культуру можно 

использовать для проведения модельных экспериментов для исследования роли 

PAPP-A в ткани сердечной мышцы. 

На рисунке 12В представлена характеристика типичной первичной культуры 

кардиомиоцитов, полученной из взрослых крыс, методом иммуноцитохимического 

окрашивания с использованием антител специфичных к кардиотропонину I, 

имеющих IgG2а изотип. Для контроля специфичности видимых сигналов 

проводили окрашивание без первичных антител (рис. 12Г), чтобы исключить 

возможное неспецифическое взаимодействие вторичных поликлональных антител, 

конъюгированных с флуоресцентной меткой Alexa-555. Также провели 

контрольное иммуноцитохимическое окрашивание с использованием антител того 

же изотипа (IgG2а), что и антитела к тропонину I, но специфичных к глиальному 

фибриллярному кислому белку (GFAP), являющемуся маркером астроцитов (рис. 

12Г). Контрольные окрашивания были проведены и в других культурах 

кардиомиоцитов, показав аналогичные результаты. Отсутствие сигнала при 

окрашивании препаратов культур кардиомиоцитов вторичными антителами, а 

также антителами к GFAP, имеющих изотип IgG2а, говорит о высокой 

специфичности используемых антител к кардиотропонину, а также о том, что 

сигналы, визуализированные с помощью флуоресцентной микроскопии, 

действительно принадлежат тропонину I и тропонину T. 

Кардиомиоциты, полученные из сердец взрослых крыс, имеют четкую 

цилиндрическую форму и выраженную поперечнополосатую исчерченность, 
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свойственную клеткам мышечной ткани сердца. Сердечная изоформа тропонина I 

детектируется во всех клетках, что говорит о высокой степени чистоты полученной 

культуры. Также об этом свидетельствует однообразие морфологии клеток 

культуры. Таким образом можно заключить, что культура представлена 

исключительно кардиомиоцитами и чистота полученной культуры составляет 

100%.  

 

1.1.3 Характеристика культуры кардиомиоцитов, дифференцированных из 

ИПСК, методом проточной цитофлуориметрии 

 

Метод проточной цитофлуориметрии широко используется для 

количественной оценки чистоты полученных клеточных культур. Данный метод 

имеет ряд несомненных преимуществ: поскольку проточный цитометр способен 

анализировать тысячи клеток в секунду, возможно анализировать большие 

популяции клеток, также данный метод обладает высокой чувствительностью по 

сравнению с анализом изображений после иммуноцитохимического окрашивания 

и позволяет обнаружить даже небольшое количество клеток с интересующими 

исследователя параметрами или свойствами. Данный метод позволяет 

анализировать популяцию клеток сразу по нескольким параметрам, таким как 

размер, гранулярность, экспрессия поверхностных маркеров или внутриклеточных 

белков. Также следует упомянуть, что цитофлуориметрический анализ проводится 

автоматически, что позволяет минимизировать непроизвольные субъективные 

факторы исследователя и получить точные количественные данные о популяции 

клеток. Таким образом, данный метод является одним из наиболее точных и 

объективных методов в анализе популяций клеточных культур.  

Данный анализ обязательно используется для мониторинга процесса 

дифференцировки, а также для оценки качества дифференцировки ИПСК в 

популяцию каких-либо высокодифференцированных клеток организма человека, 

таких как кардиомиоциты. Поэтому в нашей работе чистоту и степень 

дифференцировки полученной культуры кардиомиоцитов человека, 
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дифференцированных из ИПСК, дополнительно оценивали с помощью метода 

проточной цитофлуориметрии с использованием первичных поликлональных 

антител Mouse IgG – Isotype Control, в качестве изотипического контроля, и 

антител, специфичных к сердечной изоформе тропонина Т человека. Ниже 

представлены результаты исследования (рис. 13). 

 

 
Рисунок 13. Результаты анализа чистоты культуры кардиомиоцитов человека, 

дифференцированных из ИПСК, методом проточной цитофлуориметрии. (FSC-А 

– прямое (малоугловое) светорассеяние, FITC-A – флуоресценция Alexa-488). 

 

Из данных, представленных на рисунке 13, видно, что наибольшая популяция 

клеток, детектируемая по тропонину Т, лежит правее области, выделенной по 

изотипическому контролю, что говорит о высокой степени дифференцировки 

полученной культуры. Чистота полученной культуры по результатам проточной 

цитофлуориметрии составила 87%. Различия в результатах определения чистоты 

культуры кардиомитов методом иммуноцитохимического окрашивания могут 

быть связаны с большей точностью метода проточной цитофлуориметрии, так как 

он позволяет проанализировать и разделить на отдельные популяции клетки 

культуры. Далее, для оценки чистоты культуры кардиомиоцитов, 

дифференцированных из ИПСК, мы опирались на результаты, полученные 

методом проточной цитофлуориметрии. 
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Стоит отметить, что анализ чистоты культур методом проточной 

цитофлуориметрии был проведен только для культуры кардиомиоцитов человека, 

дифференцированных из ИПСК. Это связано с тем, что неонатальные и взрослые 

кардиомиоциты крысы, использованные в данном исследовании, обладали низкой 

жизнеспособностью после процедуры диссоциации и обработки, необходимой для 

проточной цитофлуориметрии, а метод проточной цитофлуориметрии 

подразумевает под собой достаточно жёсткую обработку клеток под действием 

ферментов и механического воздействия, которая может привести к их гибели. Это 

особенно актуально для неонатальных и взрослых кардиомиоцитов крысы, 

которые более чувствительны к механическому и химическому воздействию. В то 

же время кардиомиоциты из ИПСК человека обладают большей устойчивостью к 

процедурам диссоциации и обработки, что позволило успешно провести анализ 

методом проточной цитофлуориметрии.  Несмотря на то, что метод проточной 

цитофлуориметрии не использовался в случае других культур кардиомиоцитов, 

нам удалось определить чистоту культур методом иммуноцитохимического 

окрашивания, который подошёл для всех типов культур кардиомиоцитов, 

использованных в данной работе. 

Таким образом, были охарактеризованы модельные системы, основанные на 

трёх типах культур кардиомиоцитов. Подробнее разница в характеристиках 

данных культур будет описана в разделе «Обсуждение результатов». 

 

1.1.4 Измерение концентрации PAPP-A в 

кондиционированной среде полученных культур 

кардиомиоцитов 
 

В 2013 году Д’Элия и соавторами было проведено измерение концентрации 

PAPP-A в кондиционированной среде клеток предшественников кардиомиоцитов, 

в результате чего было показано, что этот тип клеток секретировал димерную 

форму PAPP-A, в то время как тетрамерная форма отсутствовала [267]. Известно, 

что именно димерная форма PAPP-A обладает протеолитической активностью в 
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отношении IGFBP-4 и IGFBP-5, таким образом являясь важнейшим регулятором 

биодоступности IGF. Поэтому измерение концентрации PAPP-A в 

кондиционированной культуре кардиомиоцитов проводили методом 

флуороимунного анализа «сэндвич»-типа, с использованием пары антител 10Е2-

10Е1 (HyTest, Финляндия), специфичной к димерной, то есть протеолитичеси 

активной форме PAPP-A человека.  Однако несмотря на то, что PAPP-A человека и 

крысы гомологичны на 91%, данные антитела не детектировали димерный PAPP-

A в кондиционированной среде первичных культур кардиомиоцитов, выделенных 

из сердец неонатальных и взрослых крыс. Нам удалось детектировать димерный 

PAPP-A только в кондиционированной среде кардиомиоцитов человека, 

дифференцированных из ИПСК. Ниже приведены результаты измерений 

концентрации димерного PAPP-A в кондиционированной среде культуры 

кардиомиоцитов человека, дифференцированных из ИПСК (рис.14).  

 
Рисунок 14. Концентрация димерного PAPP-A в кондиционированной среде 

культуры кардиомиоцитов человека, дифференцированных из ИПСК. Данные 

представлены как среднее + стандартная ошибка среднего, n = 4. 

 

Из представленных на рисунке 14 данных видно, что концентрация 

димерного PAPP-A в кондиционированной среде кардиомиоцитов человека, 

дифференцированных из ИПСК через 1, 3 и 24 часа культивирования, составляет 
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0,56 + 0,22 нг/мг белка, 0,81 + 0,14 нг/мг белка, 2, 44 + 0,93 нг/мг белка. Таким 

образом было показано, что кардиомиоциты способны экспрессировать PAPP-A. 

 

1.2 Характеристика протекания специфичного протеолиза 

IGFBP-4 под действием PAPP-A в норме 
 

Установив, что кардиомиоциты способны экспрессировать PAPP-A, мы  

обратились к исследованию протеолитического расщепления IGFBP-4 под 

действием PAPP-A. Ранее было установлено, что димерная форма PAPP-A 

расщепляет IGFBP-4 в различных типах клеток, включая фибробласты [2, 268], 

клетки яичника [4], гранулезные клетки [269], гладкомышечные клетки сосудов [5, 

270, 271], клетки стромы эндометрия [272], адипоциты сердечной ткани [3] и 

клетки-предшественники сердца [267]. Однако, до настоящего времени не было 

доказательств протеолитического расщепления IGFBP-4 под действием PAPP-A в 

кондиционированной среде кардиомиоцитов.  

В нашей работе мы анализировали протеолитическое расщепление IGFBP-4 

под действием PAPP-A, измеряя концентрации NT-IGFBP-4 и CT-IGFBP-4 в 

кондиционированной среде трех различных культур кардиомиоцитов методом 

ФИА «сэндвич-типа» с использованием антител, специфичных к неоэпитопам, 

образующимся в результате специфичного расщепления IGFBP-4 под действием 

PAPP-A. 

 

1.2.1 Протеолитическое расщепление и накопление фрагментов IGFBP-4 в 

кондиционированной среде культур кардиомиоцитов 
 

Сначала мы исследовали протеолиз IGFBP-4 под действием PAPP-A, 

секретируемого в среду первичной культурой кардиомиоцитов, полученных из 

неонатальных крыс. Как видно на рисунке ниже (рис. 15, кривые 4), в процессе 

протеолиза IGFBP-4 в кондиционированной среде кардиомиоцитов образуются 

фрагменты NT-IGFBP-4 (рис. 15 (слева)) и CT-IGFBP-4 (рис.15, (справа)). Чтобы 
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удостовериться в достоверности полученных результатов, концентрации 

фрагментов IGFBP-4 также были измерены в трёх видах контрольных 

экспериментов (рис. 15, кривые 1-3). В первом случае мы инкубировали 

стерильную культуральную среду при аналогичных условиях и промежутках 

времени, что и кондиционированную среду с субстратной смесью, чтобы убедиться 

в отсутствии в ней фрагментов IGFBP-4, которые могли бы вносить вклад в 

измерения экспериментальных проб (рис.15, кривая 1). Во втором случае мы 

добавляли к стерильной культуральной среде субстратную смесь. Данный 

контрольный эксперимент позволяет проверить, не содержит ли культуральная 

среда и, входящая в ее состав фетальная бычья сыворотка, каких-либо ферментов, 

протеолизующих IGFBP-4 (рис.15, кривая 2). В третьем случае к стерильной 

культуральной среде помимо субстратной смеси, содержащей IGFBP-4, IGF-II и 

Ca2+, добавляли рекомбинантный димерный PAPP-A. В ходе данного эксперимента 

можно проверить оптимальность подобранных условий эксперимента для 

функционирования PAPP-A, и, также, косвенным образом убедиться в отсутствии 

в среде ингибирующих агентов (рис.15, кривая 3). 
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Рисунок 15. Динамика образования NT-IGFBP-4 (А) и СT-IGFBP-4 (Б) в ходе 

протеолитической реакции IGFBP-4 в течение 1, 3 и 24 часов. Стерильная среда 

DMEM, проинкубированная с субстратной смесью в присутствии 

рекомбинантного димерного PAPP-A (кривая 3), кондиционированная клеточная 

среда, проинкубированная с субстратной смесью в присутствии первичной 

культуры кардиомиоцитов крысы (кривая 4), стерильная среда DMEM, 

проинкубированная с субстратной смесью (кривая 2), стерильная среда DMEM, 

проинкубированная те же промежутки времени (кривая 1). Данные представлены 

как среднее + стандартное отклонение, n=11.  

 

Концентрации фрагментов IGFBP-4 в кондиционированной среде (рис.15, 

кривая 4) через 1, 3 и 24 часа от начала протеолитической реакции составляли 4,3 

+/- 5,2 нг/мл, 41,1 +/- 7,3 нг/мл и 47,9 +/- 10,2 нг/мл (NT-IGFBP-4) и 3,9 +/- 4,1 нг/мл, 

43,1 +/- 8,3 нг/мл и 80,1 +/- 12,2 нг/мл (CT-IGFBP-4) соответственно. То есть, 

наблюдалось накопление фрагментов IGFBP-4 в кондиционированной среде во 

времени. При этом в образцах стерильной культуральной среды образования 

фрагментов обнаружено не было (рис.15, кривые 1 и 2).  

Важно отметить, что на начальных временных промежутках 

протеолитической реакции N- и C-концевые фрагменты IGFBP-4 не 

детектировались в кондиционированной среде кардиомиоцитов. Также при 

проведении контрольного эксперимента с инкубацией субстратной смеси в 

стерильной среде в присутствии 500 нг/мл рекомбинантного PAPP-A в течение 1, 

3 и 24 часов (рис. 15, кривая 3) концентрация фрагментов IGFBP-4 была в 2 раза 

выше, чем в отсутствие PAPP-A. Данные результаты говорят о том, что модельная 

система подходит для изучения протеолиза IGFBP-4 под действием PAPP-A,  

Следует отметить, что несмотря на схожий характер динамики накопления 

фрагментов IGFBP-4, концентрации детектируемых фрагментов отличались. Это 

может быть связано с тем, что иммунохимическая система, использованная для 

детекции C-фрагмента IGFBP-4, обладает большей чувствительностью по 

отношению к CT-IGFBP-4, а также  кросс-реактивностью по отношению к 
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полноразмерному белку IGFBP-4, поэтому полученные концентрации CT-IGFBP-4 

выше, чем концентрации NT-IGFBP-4. Помимо этого, разница в концентрациях 

фрагментов, наблюдаемая нами, может быть связана с различием в стабильности 

N- и С-фрагментов. Поэтому наиболее удобным для количественного анализа 

протеолиза IGFBP-4 является детекция NT-IGFBP-4.  

К сожалению, в культуре взрослых кардиомиоцитов нам не удалось 

детектировать NT-IGFBP-4 с помощью пары антител, используемой в случае 

неонатальных кардиомиоцитов крысы и кардиомиоцитов, дифференцированных из 

ИПСК (рис. 16 А и В). Поэтому мы попробовали определить уровень протеолиза 

IGFBP-4 в кондиционированной среде взрослых кардиомиоцитов, измерив 

концентрацию CT-IGFBP-4 с помощью высоко специфичных антител. Только с 

помощью данной пары антител нам удалось оценить уровень протеолиза IGFBP-4 

(рис. 16 Б), поэтому далее в случае взрослых кардиомиоцитов крысы, мы оценивали 

уровень протеолиза IGFBP-4 по концентрации С-фрагмента IGFBP-4. 

 Ниже представлены результаты измерений после исследования накопления 

фрагментов IGFBP-4 во всех полученных культурах кардиомиоцитов. 

 

 
Рисунок 16. Накопление N- и C-фрагмента IGFBP-4 в кондиционированной среде: 

А – первичной культуры кардиомиоцитов, полученной из неонатальных крыс; Б – 
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первичной культуры кардиомиоцитов, полученной из взрослых крыс; В – культуры 

кардиомиоцитов человека, дифференцированных из ИПСК. Данные представлены 

как среднее + стандартная ошибка среднего, n=9 (A), n=5 (Б), n= 5 (В). 

 

Как видно из рис. 16, в случае неонатальной культуры кардиомиоцитов (рис. 

16 А) и культуры кардиомиоцитов, дифференцированных из ИПСК (рис. 16 Б), 

уровень протеолиза сопоставим, однако в случае культуры взрослых 

кардиомиоцитов протекает на очень низком уровне, по сравнению с другими 

культурами (рис. 16 В). Такие различия могут быть связаны с вариациями в 

концентрации протеазы PAPP-A на поверхности разных типов кардиомиоцитов, а 

также с разницей в протеолитической активности PAPP-A.   

Вариации в уровне протеолиза IGFBP-4 под действием PAPP-A могут быть 

обусловлены тем, что культуры кардиомиоцитов обладают разной степенью 

зрелости. В случае неонатальных кардиомиоцитов и кардиомиоцитов, 

дифференцированных из ИПСК, уровень протеолиза значительно выше, так как 

данные клетки являются менее зрелыми и находятся в процессе формирования 

цитоскелета и внутриклеточных структур, в связи с чем требуют большего 

количества ростового фактора IGF, который и высвобождается в процессе 

протеолиза IGFBP-4 под действием PAPP-A. В случае же культуры взрослых 

кардиомиоцитов крысы, которая представлена зрелыми 

высокодифференцированными клетками, потребность в ростовых факторах может 

быть значительно ниже, в сравнении с менее зрелыми кардиомиоцитами, с чем 

может быть связана существенная разница в уровне протеолиза IGFBP-4. 

Тем не менее, на основании данных, представленных на ринуках 15 и 16, нам 

удалось установить, что протеолитическое расщепление IGFBP-4 протекает в 

кардиомиоцитах в норме, причем наблюдается положительная динамика 

накопления NT- и CT-IGFBP-4 фрагментов в кондиционированной среде во всех 

случаях. Данные фрагменты IGFBP-4 ассоциированны со специфической 

активностью PAPP-A, поскольку для измерения фрагментов IGFBP-4 были 
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использованы антитела специфичные к неоэпитопам, образующимся после 

специфического расщепления IGFBP-4 под действием PAPP-A. 

 

1.2.2 Влияние IGF-II на протекание PAPP-A-зависимого протеолиза IGFBP-4 

в культурах кардиомиоцитов 
 

Высвобождение молекул IGF из комплекса с IGF связывающими белками 

(IGFBP) является важным механизмом регуляции уровня IGF в организме. В 

процессе протеолиза IGFBP под действием специфических протеаз происходит 

расщепление IGFBP с образованием двух фрагментов IGFBP и активного IGF. 

Известно, что PAPP-A-зависимый протеолиз IGFBP-4 преимущественно 

протекает, когда IGFBP-4 находится в комплексе с IGF-II [8, 273]. Как упоминалось 

ранее, помимо IGFBP-4 протеаза PAPP-A проявляет специфическую активность и 

по отношению к IGFBP-5, однако протеолиз IGFBP-5 является IGF-независимым 

[200]. В 2001 году Лоурсен и соавторы показали, что протеолиз IGFBP-4 под 

действием PAPP-A протекает в отсутствие IGF на очень низком уровне и 

усиливается в несколько раз в присутствие IGF, при этом взаимодействие PAPP-A 

непосредственно с IGF установлено не было. Таким образом, было показано, что 

IGF усиливает протеолиз за счёт взаимодействия с IGFBP-4, а не с PAPP-A [274].  

Поэтому на следующем этапе работы мы исследовали влияние IGF-II на 

протекание протеолиза IGFBP-4 в условиях трёх модельных систем. Для этого мы 

провели протеолитическое расщепление IGFBP-4 под действием PAPP-A (См. 

раздел 2.2. «Материалы и методы исследования») в присутствии и в отсутствие 

IGF-II в составе субстратной смеси. Ниже приведены результаты данных 

экспериментов (рис.17). 
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Рисунок 17. Влияние IGF-II на PAPP-A-зависимый протеолиз IGFBP-4 в: А – 

первичной культуре кардиомиоцитов, полученной из неонатальных крыс; Б – 

первичной культуре кардиомиоцитов, полученной из взрослых крыс; В – культуре 

кардиомиоцитов человека, дифференцированных из ИПСК. Данные представлены 

как среднее + стандартное отклонение, n=9 (A), n=5 (Б), n= 5 (В); ****- p<0,0001, 

*** - p<0,001, ** - p<0,01, * - p<0,05 Статистически значимые различия между 

группами определяли по двухфакторной ANOVA. 

 
Из представленных результатов видно, что в случае всех модельных систем 

концентрация фрагментов IGFBP-4 после протеолиза в присутствии IGF-II (рис.17, 

зелёные столбцы диаграмм) выше, чем в отсутствии IGF-II (рис.17, красные 

столбцы диаграмм). Так, в случае первичной культуры кардиомиоцитов, 

полученной из неонатальных крыс (рис. 17А) концентрация NT-фрагмента IGFBP-

4 после 1, 3 и 24 часов протеолитической реакции составила 5,4 + 2,8 нг/мл, 35,6 + 

0,4 нг/мл и 61 + 0,1 нг/мл, соответственно. В отсутствии IGF, NT-IGFBP-4 

детектировался только после 24 часовой инкубации в концентрации 5,2 + 1,5 нг/мл. 

В случае культуры кардиомиоцитов человека, дифференцированных из ИПСК 

(рис. 17В) и первичной культуры кардиомиоцитов из взрослых крыс (рис. 17Б), 

протеолиз в присутствии IGF-II протекает эффективнее, чем в отсутствии IGF-II в 

1,5 – 3 раза и в 10 – 15 раз, соответственно. Тем не менее, в отсутствии IGF-II в 
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случае 24-часовой инкубации в культуре неонатальных кардиомиоцитов крысы и 

протеолиза в культуре кардиомиоцитов человека, дифференцированных из ИПСК, 

а также в культуре кардиомиоцитов, полученной из взрослых крыс, детектируется 

NT-IGFBP-4, хотя и в меньших концентрациях, чем в присутствии IGF-II при 

аналогичном времени протеолитической реакции. Этот факт можно объяснить 

вероятной  способностью кардиомиоцитов секретировать эндогенный IGF-II, так 

как ранее была показана экспрессия мРНК IGF-II в кардиомиоцитах [111]. По-

видимому, IGF-II, эндогенно синтезированного кардиомиоцитами, становится 

достаточно для образования комплекса с IGFBP-4, в результате чего увеличивается 

эффективность протеолиза IGFBP-4.  

Таким образом, на основании результатов, представленных на рисунке 17, 

показывающих, что протеолиз IGFBP-4 протекает эффективнее в присутствии IGF-

II во всех модельных системах, можно заключить, что в кондиционированной среде 

кардиомиоцитов в норме протекает PAPP-A-зависимый протеолиз IGFBP-4.  

  

1.2.3 Ингибирование PAPP-A специфичного протеолиза IGFBP-4 с 

использованием фенантролина-1,10 и ЭДТА 

Протеаза PAPP-A, или ассоциированный с беременностью белок А плазмы, 

является матриксной металлопротеазой, содержащей в своем активном центре ион 

Zn2+ [1, 275]. Ион цинка, расположенный в каталитическом центре PAPP-A, 

координирован посредством специального консенсусного мотива. Кроме этого, 

важную структурную роль в координации иона цинка выполняет остаток 

метионина (Met-556) [276]. В структуре PAPP-A присутствуют 3 Lin12-Notch 

повтора (LNR): LNR1 и LNR2 обнаруживаются в протеолитическом домене, в то 

время как LNR3 расположен в С-концевом домене молекулы PAPP-A. Показано, 

что все три повтора способны связывать ионы кальция, что необходимо для 

реализации протеолитической функции PAPP-A [277]. Таким образом, ионы Ca2+ 

также являются важными регуляторами активности PAPP-A, так как их связывание 

в LNR-повторах необходимо для координации иона Zn2+ в активном центре. 
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На следующем этапе нашей работы мы изучали ингибирование PAPP-A-

опосредованной протеолитической деградации IGFBP-4 в присутствии 

фенантролина и ЭДТА в кондиционированной среде кардиомиоцитов. Для этого 

рекомбинантный димерный PAPP-A, используемый в качестве референсного 

образца, и культуру кардиомиоцитов человека, дифференцированных из ИПСК, 

предварительно в течение часа обрабатывали 0,2 мМ фенантролином-1,10, 

являющимся классическим ингибитором металлопротеаз, связывающим Zn2+ [278], 

и 50 мМ ЭДТА, являющимся хелатором двухвалентных ионов, таких, как Ca2+. 

Затем проводили протеолиз IGFBP-4 и измеряли концентрацию NT-IGFBP-4, как 

описано в разделе «Методы исследования». Результаты представлены ниже 

(рис.18).  

 

Рисунок 18. Ингибирование PAPP-A-специфичного протеолиза IGFBP-4 в культуре 

кардиомиоцитов, полученных из ИПСК человека под действием ЭДТА и 1,10-

фенантролина в протеолитической реакции in vitro (в присутствии 

рекомбинантного гомодимерного PAPP-A человека (h.rec.PAPP-A)) (n=4) и в 

кондиционированной среде кардиомиоцитов в присутствии эндогенного PAPP-A 
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(h.end.PAPP-A)) (n=4). Данные представлены как среднее + стандартное 

отклонение. Статистически значимые различия между группами определяли по 

двухфакторной ANOVA, ***- p<0,001,  ****- p<0,0001. 

 

Из представленного на рисунке 18 графика видно, что концентрация NT-

IGFBP-4 после протеолитического расщепления IGFBP-4 в течение 3 часов в 

стерильной культуральной среде в присутствии человеческого рекомбинантного 

гомодимерного PAPP-A и в кондиционированной среде кардиомиоцитов 

составляет 252 + 12 нг/мл и 71 + 19 нг/мл, соответственно. Предварительная 

инкубация гомодимерного PAPP-A и культуры кардиомиоцитов, 

дифференцированных из ИПСК, как с ЭДТА (5 мМ), так и с 1,10-фенантролином 

(0,2 мМ) вызывала снижение уровня исходного PAPP-A-специфического 

протеолиза IGFBP-4 на 70% в случае культуры кардиомиоцитов человека, 

дифференцированных из ИПСК и на 90%  - в случае протеолиза IGFBP-4 под 

действием человеческого рекомбинантного гомодимерного PAPP-A (рис. 18), что 

может являться дополнительным подтверждением того, что наблюдаемое в 

культуре кардиомиоцитов протеолитическое расщепление IGFBP-4 

осуществляется ферментом, чья активность регулируется ионами Ca2+ и  Zn2+, т.е. 

PAPP-A. Сохраняющаяся протеолитическая активность PAPP-A, наблюдаемая как 

в присутствии кардиомиоцитов, так и в отношении рекомбинантного PAPP-A, 

может быть связана с дополнительными факторами в секретоме клеток, которые 

могут стабилизировать PAPP-A в отсутствие Zn2+ и Ca2+. 
 

1.2.4 Исследование локализации протекания PAPP-A специфичного 

протеолиза IGFBP-4 
 

Представленные ранее результаты свидетельствуют о том, что в 

кондиционированной среде кардиомиоцитов присутствует высоко активная 

протеаза PAPP-A и её активность возрастает при добавлении IGF. Логичным было 

задаться вопросом о том, где протекает PAPP-A специфичный протеолиз IGFBP-4. 
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Как упоминалось выше, PAPP-A является металлопротеазой, ассоциированной с 

внешней мембраной, или матриксной металлопротеазой. Структура мономерной 

формы PAPP-A включает в себя три домена: N- концевой ламинин-G-подобный 

домен, содержащий в своём составе 250 аминокислотных остатков, каталитический 

домен, состоящий из 350 аминокислотных остатков, выполняющий 

протеолитическую функцию, и C- концевой домен, состоящий из 5 коротких 

повторяющихся фрагментов SCR (short consensus repeats) (SCR1 – SCR5), также 

известных как CCP (complement control repeat modules). SCR3 и SCR4 участвуют в 

«заякоривании» PAPP-A в мембране благодаря взаимодействию с 

гликозаминогликанами (GAG) [156, 279].  Чтобы установить локализацию 

протеолитически активного PAPP-A в культурах кардиомиоцитов, мы отбирали 

кондиционированную среду и к клеткам добавляли свежую среду. Затем 

расщепление IGFBP-4 проводилось как в среде, инкубированной с клетками 

(протеолиз на поверхности клеток), так и в кондиционированной среде (протеолиз 

в кондиционированной среде) в течение 1, 3 и 24 часов. После этого проводилось 

измерение концентрации NT-IGFBP-4 (рис. 19). 

 

Рисунок 19. Локализация протекания PAPP-A специфичного протеолиза IGFBP-4 

в культуре кардиомиоцитов человека, дифференцированных из ИПСК. Данные 

представлены как среднее + стандартная ошибка среднего, n=5. 
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Как видно из результатов, представленных на рисунке 19, NT-IGFBP-4 

обнаруживался как на поверхности клеток, так и в кондиционированной среде. 

Концентрация NT-IGFBP-4, образующегося под действием PAPP-A на 

поверхности кардиомиоцитов человека, полученных из ИПСК (рис. 19), после 1, 3 

и 24 часов протеолиза, составила 3 + 1,5 нг/мл, 4,6 + 0,9 нг/мл и 21,7 + 5 нг/мл, 

соответственно.  

Также для исследования локализации протеазы PAPP-A мы использовали 

гепарин. Известно, что гепарин может ингибировать связывание PAPP-A с 

поверхностью клеток, конкурируя с GAG за взаимодействие с ним [8]. Чтобы 

проверить, может ли гепарин удалять PAPP-A с поверхности клеток, культуры 

кардиомиоцитов инкубировали с гепарином (25 мкг/мл) в течение 1 часа, после 

чего отбирали кондиционированную среду и заменяли свежей, после чего 

проводилось расщепление IGFBP-4 как в отобранной кондиционированной среде, 

так и в свежей среде в течение трёх часов. Влияние гепарина на распределение 

PAPP-A-специфического протеолитического расщепления IGFBP-4 между 

поверхностью клеток и кондиционированной средой представлено ниже (рис. 20).  

  

Рисунок 20. Локализация протекания PAPP-A специфичного протеолиза IGFBP-4 

в кардиомиоцитах человека, полученных из ИПСК (n=4). Данные представлены как 

среднее + стандартное отклонение. Статистически значимые различия между 

группами определяли по двухфакторной ANOVA, ***- p<0,001,  ****- p<0,0001. 
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Предварительная инкубация кардиомиоцитов с гепарином перед началом 

протеолитического расщепления IGFBP-4 приводила к увеличению концентрации 

NT-IGFBP-4 в 1,5 раза в кондиционированной среде по сравнению с контрольными 

кардиомиоцитами, дифференцированными из ИПСК. Распределение NT-IGFBP-4, 

образовавшегося в результате PAPP-A-специфического протеолитического 

расщепления IGFBP-4 между поверхностью клеток и кондиционированной средой 

в контрольных необработанных клетках, составило 37.2±9.8% и 62.8±8.5% 

(концентрация NT-IGFBP-4, образовавшегося в результате протеолиза PAPP-A, в 

обеих фракциях была принята за 100%). После обработки гепарином соотношение 

изменилось до 17.3±8.7% и 82.7±6.1% в соответствующих фракциях. Это 

свидетельствует о том, что обработка гепарином способствует переходу основной 

части PAPP-A c мембраны в кондиционированную среду, в то время как примерно 

10-20% активного PAPP-A остается на поверхности клеток. Таким образом, 

активный фермент находится как на поверхности кардиомиоцитов, так и в 

кондиционированной среде. Таким образом, наши данные показывают, что 

протеолитически активный PAPP-A находится как на поверхности клеток, так и в 

кондиционированной среде.  

Таким образом, мы впервые показали, что PAPP-A-опосредованный 

протеолиз IGFBP-4 происходит в кондиционированной среде кардиомиоцитов в 

трёх независимых клеточных моделях: первичной культуре неонатальных 

кардиомиоцитов крысы, культуре кардиомиоцитов человека, 

дифференцированных из ИПСК, а также в первичной культуре взрослых 

кардиомиоцитов крысы. Специфичность протеолиза была показана с 

использованием пар антител, специфичных к неоэпитопу, образующемуся на 

концах N-  и C- концевых фрагментов IGFBP-4 после  протеолиза под действием 

PAPP-A. Дополнительным доказательством PAPP-A-ассоциированного протеолиза 

IGFBP-4 в кондиционированной среде кардиомиоцитов является 

преимущественное протекание протеолиза IGFBP-4 в присутствии IGF-II, так как 

известно, что PAPP-A-ассоциированный протеолиз IGFBP-4 происходит 

эффективнее, когда IGFBP-4 находится в комплексе с IGF-II. Также было показано 
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заметное снижение уровня протеолиза в присутствии специфических ингибиторов 

PAPP-A: фенантролина, связвающего Zn2+, и ЭДТА, хелатирующего Ca2+, 

являющийся аллостерическим регулятором активного центра PAPP-A. В 

результате проведения экспериментов в присутствии гепарина, конкурентно 

взаимодействующего с SCR-остатками на конце PAPP-A, отвечающих за 

взаимодействие PAPP-A с глюкозоаминогликаном на мембране клетки, была 

определена локализация PAPP-A-специфичного протеолиза IGFBP-4 как на 

поверхности клеток, так и во внеклеточном пространстве.  

Эти результаты свидетельствуют, что полученные кардиомиоциты содержат 

на наружной поверхности мембраны протеолитически активный PAPP-A, который 

специфически расщепляет IGFBP-4 как на поверхности клеток, так и во 

внеклеточном пространстве. Поскольку протеолиз IGFBP-4 под действием PAPP-

A ведёт к высвобождению IGF, можно предположить, что кардиомиоциты, так же, 

как и другие клетки сердца, такие как фибробласты и эндотелиальные клетки, 

могут накапливать IGF во внеклеточном пространстве, а IGF, в свою очередь, 

может действовать как аутокринный и паракринный регулятор в здоровой 

сердечной ткани. Это может обеспечить взаимодействие IGF с его рецепторами и 

активацию кардиопротекторных эффектов, включая защиту от ишемических 

повреждений миокарда [280, 281]. На основании полученных результатов, мы 

выдвинули предположение, что PAPP-A может играть роль в поддержании 

жизнеспособности кардиомиоцитов в норме, регулируя количество IGF вблизи 

мембраны кардиомиоцитов. 
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2. Роль PAPP-A в сердечной ткани при гипертрофии 
 

2.1. Моделирование гипертрофического ответа в клеточных 

культурах кардиомиоцитов in vitro и in vivo 

Гипертрофия сердечной ткани – это компенсаторная реакция, возникающая 

в ответ на увеличение нагрузки на миокард. Как упоминалось выше, существует 

два вида гипертрофии миокарда: физиологическая, направленная на увеличение 

фракции выброса и усиление сократительной активности сердца, и патологическая, 

ассоциированная с развитием сердечной недостаточности и чаще всего 

приводящая к летальному исходу. Существуют различные подходы к 

моделированию патологической гипертрофии миокарда. Среди наиболее 

распространенных моделей выделяют in vitro модели, основанные на индукции 

гипертрофии с помощью прогипертрофических факторов в культуре 

кардиомиоцитов.  В качестве таких индукторов мы использовали эндотелин-1 и 

норадреналин, которыми независимо стимулировали первичную культуру 

неонатальных кардиомиоцитов крысы и культуру кардиомиоцитов, 

дифференцированных из ИПСК. Использование данных индукторов широко 

описано в литературе. Так, например, в ряде работ в случае индукции гипертрофии 

эндотелином-1 предлагается использовать концентрации от 10 до 100 нМ и 

инкубацию с ним в течение 24 - 48 часов [283–286].  В случае индукции 

гипертрофии норадреналином предлагается использовать диапозон концентраций 

от 0.1 до 20 мкМ и инкубацию с ними в течение 24 - 48 часов [25].  

2.1.1 Эндотелин-1-индуцированная гипертрофия 

кардиомиоцитов 

В большом количестве исследований было показано, что инкубация 

кардиомиоцитов в течение 1-3 суток в присутствии эндотелина-1 в диапазоне 

концентраций 10–100 нМ стимулирует увеличение клеток в размерах и их переход 
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в гипертрофированное состояние [23, 282–285]. Показано, что эндотелин-1 

является индуктором гипертрофии миокарда (увеличение размера 

кардиомиоцитов, вызванное изменениями транскрипционной и трансляционной 

программ) [286]. Поэтому в первом случае для индукции гипертрофических 

изменений в культурах мы инкубировали кардиомиоциты с различными 

концентрациями эндотелина-1. Развитие гипертрофии в культурах оценивали по 

изменению площади кардиомиоцитов после инкубации с эндотелином и 

концентрации натрийуретического пептида B типа, который является биомаркёром 

гипертрофии и сердечной недостаточности.   

2.1.1.1. Первичная культура кардиомиоцитов, полученная из неонатальных 

крыс 

Ниже приведены фотографии первичной культуры кардиомиоцитов, 

полученных из неонатальных крыс, сделанные в режиме фазового контраста после 

24 и 48-часовой инкубации в присутствии различных концентраций эндотелина-1 

(рис. 21). 
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Рисунок 21. Увеличение размеров кардиомиоцитов, полученных из неонатальных 

крыс, под действием эндотелина-1. A – фотографии кардиомиоцитов после 24 и 

48-часовой инкубации с различными концентрациями эндотелина-1, сделанные в 

режиме фазового контраста; Б – зависимость площади кардиомиоцитов от 

концентрации эндотелина-1 при инкубации с ним в течение 24 часов. В – 

зависимость площади кардиомиоцитов от концентрации эндотелина-1 при 

инкубации с индуктором в течение 48 часов. Данные представлены как среднее + 

стандартное отклонение, n=15. Статистически значимые различия между 

группами определяли по двухфакторной ANOVA, *p<0,05, ***- p<0,001,  ****- 

p<0,0001. 
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Как видно из результатов на рисунке 21, площадь поверхности 

кардиомиоцитов после инкубации в культуральной среде, содержащей 20, 50 и 100 

нМ эндотелина-1, в течение 24 часов и 48 часов инкубации увеличивается в 

среднем в 2, 1,8 и 4,5 раза и в 3,2, 4,4 и 6,4 раза, соответственно, по сравнению с 

площадью контрольных кардиомиоцитов (культивированных без добавления 

эндотелина-1).  

 

2.1.1.2. Культура кардиомиоцитов человека, дифференцированная из ИПСК 
 

Далее приведены результаты аналогичного исследования в культуре 

кардиомиоцитов человека, дифференцированных из ИПСК. Аналогично 

подбирали оптимальное время инкубации и концентрацию эндотелина-1 (рис.22). 

При этом инкубация с эндотелином-1 длительностью более 24 часов приводила к 

значительному снижению жизнеспособности кардиомиоцитов, поэтому более 

длительную инкубацию для данной культуры кардиомиоцитов не проводили. 
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Рисунок 22. Индукция гипертрофии в культуре кардиомиоцитов человека, 

дифференцированной из ИПСК, под действием эндотелина-1. A – фотографии 

кардиомиоцитов после 24-часовой инкубации с различными концентрациями 

эндотелина-1, сделанные в режиме фазового контраста; Б – зависимость 

площади кардиомиоцитов от концентрации эндотелина-1 при инкубации с ним в 

течение 24 часов.  Данные представлены как среднее + стандартное отклонение, 

n=15. Статистически значимые различия между группами определяли по 

двухфакторной ANOVA, *p<0,05, ***- p<0,001. 

  Экспериментальные данные (рис. 22) демонстрируют, что инкубация 

кардиомиоцитов, дифференцированных из ИПСК, с эндотелином-1 в 

концентрациях 20, 50 и 100 нМ приводит к увеличению размеров клеток (рис. 22А). 

Площадь клеток, обработанных эндотелином-1, увеличивается в 2, 2,6 и 2,8 раза 

соответственно по сравнению с контрольными кардиомиоцитами (рис. 22Б). Также 
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важно отметить, что при концентрации эндотелина-1 100 нМ наблюдается 

значительное снижение жизнеспособности клеток через 24 часа. Это связано с 

цитотоксическим эффектом эндотелина-1, подтверждённым в ранее 

опубликованных исследованиях [255, 287].  

 

2.1.2 Норадреналин-индуцированная гипертрофия 

кардиомиоцитов 
 

В качестве альтернативного индуктора для перевода клеток в 

гипертрофированное состояние нами был использован норадреналин, который 

широко применяется для индукции гипертрофии кардиомиоцитов [25, 288]. Мы 

инкубировали кардиомиоциты с норадреналином в диапазоне концентраций от 2 

до 10 мкМ в течение 24 или 48 часов, после чего клетки фотографировали, 

определяли их размеры и рассчитывали площадь, как описано в разделе «Методы 

исследования». 

 

2.1.2.1 Культура кардиомиоцитов человека, дифференцированная из ИПСК 
 

Далее приведены результаты данного исследования на культуре 

кардиомиоцитов человека, дифференцированных из ИПСК (рис. 23). 
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Рисунок 23. Индукция гипертрофии в культуре кардиомиоцитов человека, 

дифференцированной из ИПСК, под действием норадреналина. A – фотографии 

кардиомиоцитов после 24 и 48-часовой инкубации с различными концентрациями 

норадреналина, сделанные в режиме фазового контраста; Б – зависимость 

площади кардиомиоцитов от концентрации норадреналина при инкубации с 

индуктором в течение 24 часов. В – зависимость площади кардиомиоцитов от 

концентрации норадреналина при инкубации с ним в течение 48 часов. Данные 

представлены как среднее + стандартное отклонение, n=15. Статистически 
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значимые различия между группами определяли по двухфакторной ANOVA, 

*p<0,05, **p<0,01, ***- p<0,001. 

Как можно видеть из представленных результатов (рис. 23), после инкубации 

с 2, 5 и 10 мкМ норадреналином площадь поверхности кардиомиоцитов 

увеличивается в 1,6, 2,1 и 2 раза соответственно по сравнению с площадью 

контрольных кардиомиоцитов, инкубированных при тех же условиях в отсутствие 

норадреналина. Также следует отметить, что после 24- часовой инкубации с 10 

мкМ норадреналином наблюдалось снижение количества жизнеспособных 

кардиомиоцитов в культуре, что может быть вызвано тем, что в высокой 

концентрации норадреналин так же, как и эндотелин-1, проявляет цитотоксические 

свойства [289].  

Чтобы оценить влияние используемых концентраций эндотелина-1 и 

норадреналина на жизнеспособность кардиомиоцитов, мы провели анализ с 

использованием красителя AlamarBlue.  

2.1.3 Исследование жизнеспособности культур кардиомиоцитов с 

помощью AlamarBlue после индукции гипертрофии in vitro под действием 

эндотелина-1 и норадреналина  

На следующем этапе нашей работы мы анализировали жизнеспособность 

клеток после обработки индукторами гипертрофии с помощью AlamarBlue, или 

резазуринового синего, способного проникать в клетки. AlamarBlue - это реагент 

на основе резазурина, который выполняет функцию индикатора жизнеспособности 

клеток, определяя восстановительную способность клеток. Изначально резазурин 

находится в окисленном состоянии и практически не флуоресцирует. При 

попадании в живые клетки резазурин восстанавливается до резоруфина – 

соединения красного цвета, обладающего высокой флуоресценцией. Изменения 

жизнеспособности можно легко обнаружить с использованием планшетного 

ридера, измеряя флуоресценцию при 590 нм. Полученные данные нормировали на 
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тотальный белок в соответствующей лунке (мг белка) после чего пересчитывали 

изменение жизнеспособности клеток после обработки индуктором гипертрофии 

(CPSn) относительно контрольной лунки, куда индукторы не добавляли (CPS0). 

Ниже на рисунке 24 приведены результаты данного эксперимента. 

 

Рисунок 24. Анализ жизнеспособности культур кардиомиоцитов с помощью 

AlamarBlue после индукции гипертрофии in vitro под действием эндотелина-1 и 

норадреналина. А – первичная культура кардиомиоцитов неонатальных крыс после 

обработки эндотелином-1 в течение 24 часов; Б – первичная культура 

кардиомиоцитов неонатальных крыс после обработки эндотелином-1 в течение 

48 часов; В – культура кардиомиоцитов, дифференцированных из ИПСК, после 

обработки эндотелином-1 в течение 24 часов; Г – культура кардиомиоцитов, 

дифференцированных из ИПСК, после обработки норадреналином в течение 24 

часов. Данные представлены в относительных единицах CPSn/CPS0/мг белка, где 

CPSn - значение флуоресценции в лунке после обработки индуктором гипертрофии, 

CPS0 – значение флуоресценции в лунке без индуктора гипертрофии, мг белка – мг 

тотального белка в лунке. Данные представлены как среднее + стандартное 

отклонение, n=4. Статистически значимые различия между группами определяли 

по двухфакторной ANOVA, значения считались достоверными при p<0,05, ns – 

различия статистически не достоверны. 
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Из представленных выше графиков (рис. 24) видно, что после обработки 

неонатальных кардиомиоцитов эндотелином-1, а также 24-часовой обработки 

кардиомиоцитов, дифференцированных из ИПСК, эндотелином-1 и 

норадреналином не наблюдается каких-либо статистически значимых различий в 

жизнеспособности кардиомиоцитов. Тем не менее, в случае кардиомиоцитов, 

полученных из ИПСК, заметна тенденция к снижению жизнеспособности после 

обработки как эндотелином-1, так и норадреналином, что согласуется с данными 

литературы. Далее мы обратились к моделированию гипертрофии в условиях in 

vivo. 

2.1.4 Монокроталин-индуцированная модель гипертрофии 

миокарда в первичной культуре кардиомиоцитов, 

полученной из взрослых крыс 
 

Среди современных подходов, используемых для моделирования 

гипертрофии в сердечной ткани, наиболее перспективным и приближенным к 

реальным физиологическим условиям является развитие гипертрофии на моделях 

животных in vivo. Общий принцип моделирования гипертрофии в этом случае 

заключается в создании таких стрессовых условий, как, например, гипоксия или 

лекарственные воздействия, при которых у экспериментальных животных 

нарушается работа сердечно-сосудистой системы и возникает потребность в 

компенсации функции миокарда. Для моделирования гипертрофии нами была 

выбрана модель создания лёгочной гипертензии, индуцированная монокроталином 

(МКТ). МКТ при попадании внутрь организма, способствует постепенному 

развитию лёгочной гипертензии и, как следствие, гипертрофии правого желудочка.  

Главным преимуществом модели МКТ-индуцированной гипертрофии миокарда 

является исключение какого-либо оперативного вмешательства кроме 

однократной инъекции в начале эксперимента, что делает данный подход наиболее 

удобным и простым. Для характеристики динамики развития патологических 

изменений in vivo в сотрудничестве с коллегами с кафедры физиологии человека и 

животных Биологического факультета МГУ проводили еженедельное 
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взвешивание, а также еженедельное измерение систолического артериального 

давления (АД) у всех экспериментальных животных. Спустя месяц содержания 

крыс в виварии мы проводили измерение давления в правом желудочке сердца, а 

также массу лёгких и массу всех отделов сердца у животных контрольной и МКТ-

групп, после чего высчитывали коэффициенты масс соответствующих органов и 

индексы развития гипертрофии. 

 

 
Рисунок 25. Динамика изменения массы (А) и систолического АД (Б) 

экспериментальных животных, изменение массы отделов сердца (В) и изменение 

массы лёгких (Г) у МКТ-крыс (n=9) по сравнению с группой контрольных крыс 

(n=10). Данные представлены как среднее + стандартное отклонение. 

Статистически значимые различия между группами определяли по А - 
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двухфакторной ANOVA, ** - p<0,01, ***- p<0,001,  ****- p<0,0001; B - 

двухфакторной ANOVA, **** - p<0,0001;  Г - непарному t-тесту, *** - p<0,001. 

 
 Развитие МКТ-индуцированной лёгочной гипертензии сопровождалось 

статистически достоверным увеличением веса крыс контрольной группы, по 

сравнению с крысами МКТ-группы (рис. 25А). На рисунке 25Б представлена 

динамика систолического АД в течение 4 недель эксперимента. В нулевой точке 

среднее значение систолического артериального давления составило 122,9 

мм.рт.ст. + 7 мм.рт.ст. для контрольной группы и 124,4 + 10 мм.рт.ст. для МКТ-

группы и статистически достоверно не изменялось с течением времени.  При 

проведении анализа массы отделов сердца было показано, что статистически 

достоверные различия наблюдаются лишь в массе правого желудочка крыс МКТ-

групп, по сравнению с крысами контрольной группы. Масса правого желудочка 

МКТ-животных была в 1,75 раз больше, по сравнению с массой правого желудочка 

крыс контрольной группы, что говорит о развитии гипертрофии (рис.25В). Также 

мы наблюдали статистически достоверное увеличение массы лёгких у крыс из 

МКТ-группы в 1,5 раза по сравнению с контрольной группой (рис.25Г). 
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Рисунок 26. Коэффициенты массы правого желудочка (А), легких (Б) и индекс 

выраженности гипертрофии правого желудочка (В), рассчитанные у двух 

анализируемых групп крыс, разница давления в правом желудочке (Г) крыс МКТ-

группы по сравнению с контрольной группой. Исследуемые группы: Контроль 

(n=10), МКТ (n=9). Данные представлены как среднее + стандартное отклонение. 

Статистически значимые различия между контрольной и МКТ группами 

определяли по непарному t-тесту, *** - p<0,001,  **** - p<0,0001). 

 
 Также были определены коэффициенты массы правого желудочка (рис.26А) 

и массы лёгких (рис.26Б). Коэффициент массы правого желудочка МКТ-группы 

статистически достоверно превышает аналогичный коэффициент массы правого 

желудочка контрольной группы в 2 раза. Коэффициент массы легких 

статистически достоверно выше в МКТ-группе в 1,96 раз, что соотносится с 

изменением коэффициента массы правого желудочка. Также был определен индекс 

выраженности гипертрофии правого желудочка по отношению его массы к массе 

сердца. По графику на рисунке 26В видно, что индекс выраженности гипертрофии 
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в МКТ-группе в 1,6 раз выше по сравнению с контрольной группой. Из рисунка 

26Г видно, что в МКТ-группе наблюдается увеличение давления в правом 

желудочке по сравнению с контролем в 1,6 раз. 

После развития гипертрофии мы выделяли кардиомиоциты из контрольных 

и гипертрофированных сердец взрослых крыс, как описано в «Методах 

исследования», после чего фотографировали полученные культуры в режиме 

фазового контраста и проводили измерение площади кардиомиоцитов в культуре в 

программе Image J (рис.27), а также определяли жизнеспособность полученных 

кардиомиоцитов с помощью Alamar Blue.  

 

 
Рисунок 27. Изменение площади взрослых кардиомиоцитов МКТ-группы (n=15) по 

сравнению с кардиомиоцитами контрольной группы (n=15) (А). Изменение 

жизнеспособности культур кардиомиоцитов (Б) с помощью AlamarBlue в 

относительных единицах CPSn/CPS0/мг белка, где CPSn - значение флуоресценции 

в культуре кардиомиоцитов МКТ-группы (n=4), CPS0 – значение флуоресценции в 

культуре кардиомиоцитов контрольной группы (n=4), мг белка – мг тотального 

белка) Данные представлены как среднее + стандартное отклонение. 

Статистически значимые различия между контрольной и МКТ группами 

определяли по непарному t-тесту, ** - p<0,01. 

 

По представленному на рисунке 27А графику видно, что площадь 

кардиомиоцитов при МКТ-ассоциированной гипертрофии в среднем в 1,3 раза 

выше по сравнению с кардиомиоцитами из контрольной группы. Также видно, что 

жизнеспособность кардиомиоцитов полученных из сердец крыс из МКТ-группы 
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ниже по сравнению с контролем в 1,3 раза. По-видимому, развитие 

гипертрофических изменений в культуре кардиомиоцитов под действием МКТ 

приводит к снижению жизнеспособности кардиомиоцитов. Полученные данные 

свидетельствуют о развитии гипертрофии правого желудочка, а также о 

сохранении гипертрофических изменений в культуре кардиомиоцитов. 
 
2.2 Измерение концентрации натрийуретического пептида B (BNP) в 

полученных культурах 
 

Натрийуретические пептиды играют решающую роль в поддержании 

сердечно-сосудистого гомеостаза. Данные пептиды повсеместно используются для 

диагностики, лечения и прогнозирования сердечной недостаточности в 

клинических условиях [290–292]. Натрийуретический пептид В-типа (BNP) 

относится к семейству пептидных гормонов, схожих по своей структуре и 

функциям. Являясь вазодилатирующим агентом, BNP участвует в регуляции 

кровяного давления и водно-солевого обмена в организме. Было показано, что 

натрийуретические пептиды, обладая сосудорасширяющим, натрийуретическим и 

мочегонным действием, способны проявлять защитные свойства по отношению к 

гипертрофическим изменениям и фиброзу миокарда [293, 294]. На сегодняшний 

день определение уровня BNP с использованием иммунохимических 

диагностических систем является важным инструментом для ранней диагностики 

сердечной недостаточности [295]. 

Поэтому для подтверждения гипертрофических изменений в культурах 

кардиомиоцитов мы проводили измерение концентрации натрийуретического 

пептида B (BNP) в кондиционированной среде методом флуороиммунного анализа 

«сэндвич»-типа с использованием антител, специфичных к BNP (рис. 28). 
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Рисунок 28. Концентрация BNP в кондиционированной среде, определенная  ФИА 

«сэндвич» типа: А- первичная культура неонатальных кардиомиоцитов после 

инкубации с 20 нМ эндотелином-1 (n=5); Б- культура кардиомиоцитов человека, 

дифференцированная из ИПСК, после инкубации с 50 нМ эндотелином-1 в течение 

24 и 48 ч. (n=5); В- культура кардиомиоцитов человека, дифференцированная из 

ИПСК, после инкубации с 5 мкМ норадреналином в течение 24 ч. (n=3), Г – 

первичная культура кардиомиоцитов, полученная из взрослых крыс контрольной и 

МКТ-групп (n=5). Статистически значимые различия между группами 

определяли: А, Б, В - по двухфакторной ANOVA, * - p<0,05, ****- p<0,0001; Г - 

непарному t-тесту, ** - p<0,01.    

 

Мы обнаружили, что в первичной культуре кардиомиоцитов, полученная из 

сердец неонатальных крыс, после инкубации кардиомиоцитов с эндотелином-1 в 

течение 24 часов в концентрации 20 нМ в кондиционированной среде наблюдается 
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достоверное повышение по сравнению с контрольными клетками концентрации 

BNP (рис. 28А). Таким образом, инкубация первичной культуры кардиомиоцитов 

в присутствии эндотелина-1 в концентрации 20 нМ в течение 24 часов подходит 

для моделирования гипертрофического ответа кардиомиоцитов, и дальнейшие 

исследований мы проводили при этой концентрации эндотелина-1. 

Результаты измерения концентрации BNP в культуре кардиомиоцитов 

человека, дифференцированных из ИПСК, после индукции гипертрофии под 

действием эндотелина-1 приведены на рисунке 26Б. Видно, что при 24-часовой 

инкубации клеточной культуры с 50 нМ эндотелином-1 концентрация BNP в 

кондиционированной среде достоверно увеличивается в среднем в 1,8 раз по 

сравнению с контрольными негипертрофированными кардиомиоцитами. Таким 

образом, можно заключить, что инкубация клеточной культуры кардиомиоцитов 

человека в присутствии эндотелина-1 в концентрации 50 нМ в течение 24 часов 

является оптимальной для моделирования гипертрофического ответа 

кардиомиоцитов.  

По аналогии с моделированием гипертрофического ответа под действием 

эндотелина-1 мы измеряли концентрацию BNP в кондиционированной среде 

кардиомиоцитов, дифференцированных из ИПСК, инкубированных с 

норадреналином (рис. 28В). Видно, что при 24-часовой инкубации культуры 

кардиомиоцитов с 5 мкМ норадреналином концентрация BNP в 

кондиционированной среде достоверно увеличивается в среднем в 3 раза по 

сравнению с контрольными негипертрофированными кардиомиоцитами, поэтому 

оптимальными условиями, при которых происходит переход кардиомиоцитов в 

гипертрофированное состояние, мы считали инкубацию кардиомиоцитов в 

присутствии 5 мкМ норадреналина в течение 24 часов. Таким образом, 

основываясь на результатах, приведенных выше на рисунках 21-24 и на рисунке 28, 

были определены оптимальные концентрации для перевода культур в 

гипертрофированное состояние in vitro.  

В случае in vivo модели МКТ-ассоциированной гипертрофии сердечной 

ткани мы также измеряли концентрацию BNP в кондиционированной среде в 
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норме и при патологических изменениях (рис. 28Г). Как видно из представленных 

данных, концентрация BNP в кондиционированной среде гипертрофированных 

кардиомиоцитов в 3 раза выше по сравнению с кардиомиоцитами, полученными из 

контрольных животных, что говорит о развитии гипертрофии под действием 

монокроталина. Таким образом, повышение уровня BNP в культуре 

кардиомиоцитов, полученных из взрослых крыс после индукции гипертрофии in 

vivo, говорит о сохранении гипертрофических изменений кардиомиоцитов на 

клеточном уровне. 

 

2.3 Измерение концентрации PAPP-A в кондиционированной среде культуры 

кардиомиоцитов 
 

На предыдущих этапах нашего исследования было показано, что 

кардиомиоциты в норме способны секретировать PAPP-A, что указывает на 

потенциальную роль протеазы PAPP-A в регуляции функционирования здоровой 

сердечной ткани. Следующим важным этапом данного исследования было 

изучение того, как гипертрофические изменения влияют на концентрацию PAPP-A 

для определения его потенциального значения в патофизиологии гипертрофии 

миокарда. 

Поэтому далее мы измеряли концентрацию PAPP-A с использованием пары 

антител, специфичной к человеческому димерному PAPP-A. На рисунке ниже 

приведены результаты таких измерений в кондиционированной среде культуры 

кардиомиоцитов человека, дифференцированных из ИПСК после индукции 

гипертрофии под действием эндотелина-1 и норадреналина (рис. 29). 
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Рисунок 29. Концентрация димерного PAPP-A в кондиционированной среде 

кардиомиоцитов человека, полученных из ИПСК, при различных концентрациях А 

– эндотелина-1 (n=3), Б – норадреналина (n=3). Данные представлены как среднее 

+ стандартное отклонение. Статистически значимые различия между группами 

определяли по двухфакторной ANOVA, * - p<0,05.  

 

Из представленных графиков видно, что в случае гипертрофии, 

индуцированной с помощью эндотелина-1 (рис. 29А), не наблюдается 

статистически достоверных изменений в концентрациях димерного PAPP-A. Во 

втором случае статистически достоверное повышение концентрации димерного 

PAPP-A в кондиционированной среде культуры кардиомиоцитов по сравнению с 

контролем наблюдается при инкубации культуры с 5 мкМ норадреналином в 

течение 24 часов (рис. 29Б). При этом концентрация димерного PAPP-A 

повышается в 2 раза. Эндотелин-1 и норадреналин имеют разные механизмы 

действия и активируют разные сигнальные пути, с чем может быть связана разница 

в эффектах на экспрессию PAPP-A в этих моделях.  

 

2.4 Изучение специфического протеолиза IGFBP-4 под дейcтвием PAPP-A при 

гипертрофии 

 



 
 

 136 

На финальном этапе нашей работы мы проводили измерение уровня 

протеолиза IGFBP-4 при гипертрофических изменениях кардиомиоцитов с 

использованием пары антител, специфичных к неоэпитопу, образующемуся на N-

фрагменте IGFBP-4 после специфического протеолиза под действием PAPP-A (рис. 

30). 

 
Рисунок 30. Концентрация NT- и CT-IGFBP-4 в кондиционированной среде: А- 

первичной культуры кардиомиоцитов, полученной из неонатальных крыс, после 

инкубации с эндотелином-1 в концентрации 20 нМ в течение 24 часов. n=5, 

**p<0.01; Б- культуры кардиомиоцитов человека, диференцированной из ИПСК, 

после инкубации с эндотелином-1 в концентрации 50 нМ в течение 24 часов. (n=5, 

****p<0,0001); В- культуры кардиомиоцитов человека, диференцированной из 

ИПСК, после инкубации с норадреналином в концентрации 5 мкМ в течение 24 
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часов. (n=3, ****p<0,0001), Г – первичной культуры кардиомиоцитов, полученной 

из взрослых крыс после индукции гипертрофии под действием монокроталина 

(n=5).  

Из представленных на рисунке 30 результатов видно, что концентрация NT-

IGFBP4, измеренная после протеолиза IGFBP-4 в первичной культуре 

кардиомиоцитов, полученной из неонатальных крыс и переведенной в 

гипертрофированное состояние под действием 20 нМ эндотелина-1, превышала 

значения концентрации N-фрагмента в контрольных клетках (рис.30А, Норма), в 

1,2 и 3,7 раза. В случае гипертрофии под действием эндотелина-1 (рис. 30Б) в 

культуре кардиомиоцитов, дифференцированных из ИПСК уровень протеолиза 

после 3 и 24 часов протеолитической реакции повышается в 2,5 и 1,9 раз 

соответственно по сравнению с контрольными негипертрофированными 

кардиомиоцитами. В случае же гипертрофического ответа после инкубации с 

норадреналином (рис. 30В) уровень протеолиза после 3 и 24 часов 

протеолитической реакции повышается в 5 и 5,3 раза соответственно. Следует 

отметить, что усиление протеолиза IGFBP-4 под действием PAPP-A коррелирует 

со степенью гипертрофии кардиомиоцитов, оцененной ранее по возрастанию 

концентрации BNP (рис. 28). Интересно, что при индукции гипертрофии в культуре 

кардиомиоцитов, дифференцированных из ИПСК, под действием эндотелина-1 

повышение уровня протеолиза IGFBP-4 не коррелирует c изменением 

концентрации PAPP-A. При этом в случае индукции гипертрофии в данной 

культуре под действием норадреналина повышение уровня протеолиза хорошо 

соотносится с увеличением концентрации PAPP-A в кондиционированной среде. 

Также в случае монокротолин-индуцированной гипертрофии на модели первичной 

культуры кардиомиоцитов, полученных из взрослых крыс (рис. 30Г), наблюдается 

увеличение концентрации СT-IGFBP-4 в 3 раза, по сравнению с уровнем CT-

IGFBP-4 в норме. 
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 Таким образом, полученные нами результаты свидетельствуют об усилении 

протекания протеолиза IGFBP-4 под действием PAPP-A при гипертрофических 

изменениях кардиомиоцитов.  

ОБСУЖДЕНИЕ РЕЗУЛЬТАТОВ 

1. Моделирование функционирования сердечной ткани, основные 

возможности и ограничения используемых моделей 

Сердечно-сосудистая система является одной из важнейших систем 

организма человека, которая обеспечивает слаженную работу всего организма в 

целом. Для координации работы жизненно важных органов и систем между собой 

необходима тонкая клеточная сигнализация, обеспечивающая передачу сигналов, 

приводящих к формированию тех или иных клеточных ответов. Одними из 

главных участников передачи таких сигналов, являются молекулы-лиганды, 

которые распространяются по всему организму с током крови, лимфы и других 

тканевых жидкостей. Лиганды, взаимодействуя со специфичными рецепторами на 

поверхностях клеток-мишеней, запускают определенные молекулярные 

механизмы или каскады, которые приводят к тем или иным клеточным эффектам. 

Зачастую изменения в каких-либо параметрах определенного клеточного 

сигнального пути могут говорить о развитии каких-либо нарушений и выступать в 

качестве маркёров определённых патологических состояний. На сегодняшний день 

заболевания сердечно-сосудистой системы остаются основной причиной 

смертности и инвалидизации населения в промышленно развитых странах.  Одним 

из наиболее часто встречающихся ССЗ является сердечная недостаточность. 

Сердечная недостаточность характеризуется снижением способности какого-либо 

отдела сердца эффективно перекачивать кровь, в результате чего сердце перестаёт 

справляться со своей функцией, что приводит к нарушению кровоснабжения всего 

организма в целом.  Зачастую данное заболевание сопровождается развитием 

патологических состояний в сердечной ткани, одним из наиболее часто 

встречающихся из них является гипертрофия миокарда. Данное патологическое 

состояние характеризуется увеличением толщины миокарда в результате 
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увеличения в размерах кардиомиоцитов, а также объёма внеклеточного матрикса. 

Как упоминалось выше, ткань сердечной мышцы гетерогенна и представлена 

различными типами клеток, что сильно затрудняет исследования роли отдельных 

клеточных популяций в функционировании сердечной мышцы в норме и при 

патологических состояниях. Широко используемым подходом для исследования 

молекулярных механизмов функционирования сердечной ткани является 

получение изолированной культуры кардиомиоцитов, которую можно получать 

либо как первичную культуру из сердец, либо проводя дифференцировку из 

индуцированных плюрипотентных стволовых клеток. Также для подобного рода 

исследований можно использовать иммортализованные линии кардиомиоцитов, 

использование которых широко описано в литературе [28].   

Использование первичной культуры кардиомиоцитов, полученной 

непосредственно из сердца, сопряжено с рядом сложностей, главной из которых 

является гетерогенность финальной культуры (содержание кардиомиоцитов в ней 

составляет 10-70%, остальная часть клеток представлена фибробластами, 

гладкомышечными клетками и клетками эндотелия). Контаминация другими 

типами клеток сердечной ткани может вносить свой вклад в изучаемые 

молекулярные механизмы, влияя на исход эксперимента. Тем не менее, данная 

модель является наиболее приближенной по физиологическим свойствам к ткани 

сердечной мышцы.  

В нашем исследовании мы работали с двумя видами первичных культур 

кардиомиоцитов, выделенных из сердец неонатальных и взрослых крыс. Основным 

преимуществом модели неонатальных кардиомиоцитов, является способность 

длительное время находиться в культивируемом состоянии. Ведение культуры 

таких кардиомиоцитов может продолжаться от нескольких недель до нескольких 

месяцев. Также несомненным преимуществом является доступность неонатальных 

крыс и простота протокола выделения первичной неонатальной культуры 

кардиомиоцитов, не требующего дополнительного адгезирующего субстрата. 

Однако, как уже упоминалось, первичная культура кардиомиоциов гетерогенна. 
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Чистота такой культуры колеблется от 10 до 70 % по содержанию кардиомиоцитов 

относительно других клеток. Дополнительно культивирование такой культуры 

осложняется тем, что другие клеточные популяции сердечной ткани такие, как 

например кардиофибробласты, способны к более активной пролиферации, в 

результате чего соотношение кардиомиоцитов к другим клеткам сердечной ткани 

в культуре, может изменяться по ходу эксперимента. В нашей работе чистота 

полученной первичной культуры неонатальных кардиомиоцитов составляла 60%.  

Данное значение было получено исходя из результатов иммуноцитохимического 

окрашивания с использованием антител специфичных к кардиотропонину I. При 

такой чистоте полученной культуры необходимо учитывать вклад других клеток 

культуры в изучаемые процессы, нормируя результаты на количество 

кардиомиоцитов. Ещё одним недостатком первичной культуры кардиомиоцитов, 

полученной из неонатальных крыс, является их не полная дифференцировка. При 

формировании зрелого кардиомиоцита, происходит изменение его морфологии за 

счёт формирования цитоскелета и сократительного аппарата мышечной клетки 

сердца. Неонатальные кардиомиоциты зачастую не успевают сформироваться в 

зрелые кардиомиоциты из-за чего данная модель может не полностью отражать 

характеристики зрелых кардиомиоцитов.  

 Также в данном исследовании в качестве одной из модельных систем 

использовалась первичная культура кардиомиоцитов, полученная из взрослых 

крыс. Данная модельная система имеет ряд преимуществ по сравнению с 

первичной культурой, полученной из неонатальных крыс. Во-первых, особенности 

протокола выделения первичной культуры взрослых кардиомиоцитов позволяют 

получить культуру с очень высоким процентом содержания кардиомиоцитов. В 

нашем исследовании чистота культуры, аналогично основанная на результатах 

иммуноцитохимического окрашивания с использованием антител, специфичных к 

кардиотропонину I – маркёру кардиомиоцитов, составила 100% от площади 

конфлюэнта. Во-вторых, несомненным преимуществом данной модели является 

получение высокодифференцированных зрелых кардиомиоцитов. Первичная 
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культура кардиомиоцитов, полученная из взрослых крыс, представлена 

кардиомиоцитами имеющими характерную удлинённую цилиндрическую форму и 

выраженную поперечную исчерченность. Все вышеперечисленные особенности 

первичной культуры взрослых кардиомиоцитов делают её наиболее приближенной 

моделью к зрелой мышечной ткани сердца. Однако, использование данной модели 

сопряжено с рядом сложностей. Как правило, протоколы выделения первичной 

культуры кардиомиоцитов из взрослых крыс включают в себя множество стадий и 

занимают длительное время. Зрелые кардиомиоциты являются 

высокодифференцированными клетками, организованными в виде клеточного 

синцития, функции которых направлены на эффективное производство энергии 

для поддержания сократительной функции. Такие клетки требуют определённого 

клеточного окружения и для успешного культивирования требуют наличия 

определённого адгезионного субстрата. В нашей работе в качестве такого 

субстрата использовался фибронектин. Ещё одним недостатком данной модели 

является её низкая жизнеспособность. Взрослые кардиомиоциты живут в условиях 

культивирования на подложке до четырёх дней, что осложняет проведение 

длительных экспериментов и требует постоянного мониторинга количества живых 

клеток в культуре. 

В качестве третьей модельной системы была выбрана культура 

кардиомиоцитов, полученная из индуцированных плюрипотентных стволовых 

клеток человека. Данная культура была получена из клеток здорового донора. 

Главным преимуществом этой культуры кардиомиоцитов является её 

релевантность для человека, так как дифференцированные кардиомиоциты 

генетически идентичны пациенту, что позволяет изучать влияние каких-либо 

заболеваний и патологических изменений на реального человека. Также 

технология дифференцировки ИПСК в кардиомиоциты позволяет получить 

культуру клеток определенного типа с высокой степенью чистоты, что очень 

удобно, если необходимо изучить вклад определенной клеточной популяции в тот 

или иной процесс. Другим несомненным преимуществом данной модели является 



 
 

 142 

высокая жизнеспособность полученных кардиомиоцитов. Это особенно важно в 

случае необходимости проведения длительных экспериментов. Но и у этой модели 

есть ряд ограничений. Получение кардиомиоцитов из ИПСК является сложным и 

дорогостоящим процессом. Данная модельная система имеет множество 

особенностей культивирования, а протоколы получения таких культур 

многостадийны и занимают от 3 недель до нескольких месяцев. Также, как и в 

случае с неонатальной культурой кардиомиоцитов, зачастую кардиомиоциты 

полученные из ИПСК не дифференцируются в зрелые кардиомиоциты до конца, 

поэтому полученные результаты не всегда будут отражать функциональные 

характеристики кардиомиоцитов миокарда. В нашей работе полученная культура 

кардиомиоцитов имела чистоту 97% по результатам иммуноцитохимического 

окрашивания и около 86% по результатам проточной цитофлуориметрии.  

Выбор антител для иммунохимического окрашивания кардиомиоцитов был 

обусловлен различиями в экспрессии изоформ тропонина в разных типах культур. 

В частности, в культуре кардиомиоцитов, дифференцированных из ИПСК, мы 

использовали антитела специфичные к сердечной изоформе тропонина Т, так как 

известно, что уровни сердечного тропонина I у кардиомиоцитов, 

диференцированных из ИПСК, отсутствуют или снижены в пользу изоформы 

медленного скелетного тропонина I [264]. Это связано с тем, что кардиомиоциты, 

полученные из ИПСК, находятся в незрелом состоянии и не полностью 

дифференцированы. В процессе развития кардиомиоцитов у млекопитающих 

происходит переключение экспрессии изоформ тропонина I от медленной 

скелетной изоформы тропонина I к сердечной изоформе тропонина I [265, 266]. В 

случае же первичных культур кардиомиоцитов, выделенных из неонатальных и 

взрослых крыс, мы использовали антитела к сердечной изоформе тропонина I, так 

как кардиомиоциты в данных типах культур являлись более зрелыми. Мы 

посчитали, что выбор антител к сердечной изоформе тропонина Т для оценки 

чистоты культуры кардиомиоцитов, дифференцированных из ИПСК, релевантным, 

так как эта изоформа является более распространенной в незрелых 
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кардиомиоцитах, и ее детектирование позволяет провести более точную оценку 

созревания кардиомиоцитов, диференцированных из ИПСК человека. 

Таким образом, были разработаны и охарактеризованы три модельные 

системы для исследования роли протеазы PAPP-A в сердечной ткани в норме. 

Сочетание трёх различных подходов к моделированию сердечной ткани позволяет 

получить наиболее точное представление о процессах, протекающих в сердечной 

мышце в норме. 

 

2. Особенности протекания протеолиза IGFBP-4, ассоциированного со 

специфической активностью PAPP-A в культурах кардиомиоцитов в 

норме 

 

PAPP-A, IGFBP-4 и протеолитические фрагменты IGFBP-4 играют ключевую 

роль в патогенезе ССЗ, включая ишемическую болезнь сердца, острый коронарный 

синдром и острую сердечную недостаточность [5, 9, 11]. Также считается, что 

PAPP-A осуществляет протеолитическое расщепление IGFBP-2, -4 и -5, 

способствуя таким образом повышению биодоступности IGF в различных линиях 

клеток и тканях [296]. В нескольких исследованиях на моделях мышей с 

миокардиальной травмой IGF был использован в качестве кардиопротектора, так 

как известно, что в норме эти факторы также могут поддерживать 

жизнеспособность и функционирование кардиомиоцитов [280, 281]. Однако, 

механизмы биодоступности IGF и роль PAPP-A в сердечной ткани в норме и при 

гипертрофии пока не были тщательно изучены. В данной работе мы показали, что 

специфическое протеолитическое расщепление IGFBP-4 под действием PAPP-A 

происходит в кондиционированной среде трёх независимых культур 

кардиомиоцитов. Концентрация димерного PAPP-A в кондиционированной среде 

культуры кардиомиоцитов человека, дифференцированных из ИПСК, после 24 

часов культивации была определена на уровне до 2.4 + 1.5 нг/мг белка. Этот 

уровень был сопоставим с ранее измеренными концентрациями PAPP-A в 
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кондиционированной среде клеток гладких мышц сосудов [270, 271] и 

фибробластов [2, 268], несмотря на некоторые ограничения, касающиеся 

различных методов, применяемых для измерения концентрации PAPP-A [267]. 

Д’Элия и соавторы измеряли концентрацию PAPP-A методом FIA в 

кондиционированной среде клеток-предшественников кардиомиоцитов (CaPC) и 

обнаружили, что PAPP-A являлся гомодимером. Концентрация PAPP-A в 

кондиционированной среде кардиомиоцитов человека, дифференцированных из 

ИПСК, которая была измерена в данной работе, превысила концентрацию PAPP-A 

в кондиционированной среде клеток-предшественников кардиомиоцитов (CaPC) в 

100 раз. Для пересчёта концентрации в мМЕ/л (милли-международные единицы на 

литр) были преобразованы в нг/мл в соответствии с соотношением 30 мМЕ/литр – 

10 нг/мл, описанным Куин и соавторами [297]. Такое различие между 

концентрациями PAPP-A в клетках предшественниках кардиомиоцитов и 

кардиомиоцитах, дифференцированных из ИПСК, может указывать на важность 

PAPP-A-зависимого расщепления IGFBP-4 для последующего высвобождения IGF 

в зрелой сердечной ткани. 

Наше исследование подтверждает, что протеолитическое расщепление 

IGFBP-4 в кондиционированной среде культур кардиомиоцитов ассоциировано с 

протеолитической активностью PAPP-A, что было показано различными 

подходами. Для измерения уровня протеолитических фрагментов NT-IGFBP-4 и 

CT-IGFBP-4 мы использовали антитела, специфичные к неоэпитопу [9–11, 162], 

образующемуся в результате специфического протеолиза IGFBP-4 под действием 

PAPP-A. Полученные концентрации NT-IGFBP-4 в кондиционированной среде 

кардиомиоцитов, дифференцированных из ИПСК, были сравнимы с 

концентрациями NT-IGFBP-4 в кондиционированной среде кардиомиоцитов 

неонатальных крыс [87].  В случае с концентрацией CT-IGFBP-4 в 

кондиционированной среде культуры взрослых кардиомиоцитов крысы 

наблюдалось значительное снижение уровня протеолиза по сравнению с другими 

модельными системами. Вероятно, это связано с тем, что кардиомиоциты, 

выделенные из взрослых крыс являются зрелыми высокодифференцированными 
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клетками. Известно, что уровни IGF-II повышены при эмбриональном развитии, 

однако в постнатальном развитии его концентрации снижаются. В процессе PAPP-

A зависимого протеолиза IGFBP-4 происходит высвобождение IGF-II, который 

вероятно не требуется в больших количествах, если клетка полностью прошла 

стадии дифференцировки до зрелого высокодифференцированного 

кардиомиоцита, чем и объясняются пониженные уровни фрагмента CT-IGFBP-4 в 

кондиционированной среде культуры взрослых кардиомиоцитов крысы. 

Экспрессия PAPP-A в неонатальном и взрослом здоровом организме различается. 

В неонатальном периоде наблюдается высокая экспрессия PAPP-A, которая 

постепенно снижается по мере роста и развития. Аналогично и в нашей работе 

была заметна существенная разница между уровнем протеолиза IGFBP-4 под 

действием PAPP-A в культуре неонатальных кардиомиоцитов по сравнению с 

культурой взрослых кардиомиоцитов. 

 Протеолитическое расщепление IGFBP-4 под действием PAPP-A, которое мы 

наблюдали во всех трёх культурах кардиомиоцитов, было IGF-зависимым. Это 

подтверждает, что видимый нами протеолиз IGFBP-4 ассоциирован с 

протеолитической активностью PAPP-A. Мы также изучали ингибирующее 

воздействие ЭДТА и 1,10-фенантролина на протеолитическое расщепление IGFBP-

4 в кондиционированной среде кардиомиоцитов, дифференцированных из ИПСК, 

в сравнении с рекомбинантным гомодимерным PAPP-A человека. Сопоставимые 

эффекты как ЭДТА, так и 1,10-фенантролина на PAPP-A-специфическое 

протеолитическое расщепление IGFBP-4 в кондиционированной среде 

кардиомиоцитов, дифференцированных из ИПСК (70%) и человеческим 

рекомбинантным гомодимерным PAPP-A (90%) предоставляют дополнительное 

доказательство того, что протеолиз IGFBP-4 является PAPP-A специфичным. 

Следует отметить, что инкубация кардиомиоцитов в присутствии больших 

концентраций ингибиторов не приводила к большему снижению уровня 

протеолиза IGFBP-4. Однако, ранние исследования специфичного ингибирования 

протеолитической активности PAPP-A по отношению к IGFBP-4, измеренные 

методом вестерн-блот анализа фрагментов IGFBP-4, показали, что ЭДТА и 1,10-
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фенантролин полностью блокировали протеолитическую активность PAPP-A 

[298]. Различия в данных могут быть объяснены более низкой чувствительностью 

вестерн-блот анализа, примененного в работе Беснард и соавторов [298] по 

сравнению с флуороиммунным анализом, который проводился в настоящем 

исследовании.  Наблюдаемая остаточная протеолитическая активность PAPP-A как 

в кардиомиоцитах, дифференцированных из ИПСК, так и в пробах с 

рекомбинантным PAPP-A, может быть связана с дополнительными 

молекулярными факторами, синтезируемыми клетками, которые стабилизируют 

PAPP-A в отсутствие Zn2+ и Ca2+.   

Наши результаты также показывают, что протеолитически активный PAPP-A 

локализуется как на поверхности клеток, так и секретируется ими во внешнюю 

среду. Это согласуется с данными, полученными Лоурсен и соавторами в других 

линиях клеток [8]. После обработки гепарином уровень PAPP-A-зависимого 

протеолиза IGFBP-4 увеличился во внеклеточной среде по сравнению с 

поверхностью клеток. Это свидетельствует о том, что гепарин может отщеплять 

PAPP-A с поверхности клеток.  

Также наши результаты указывают на то, что полученные кардиомиоциты могут 

содержать на внешней мембране протеолитически активный PAPP-A, который 

специфически расщепляет IGFBP-4 как на поверхности клеток, так и во 

внеклеточном пространстве. Поскольку протеолиз IGFBP-4 под действием PAPP-

A ведет к высвобождению IGF, можно предположить, что кардиомиоциты так же, 

как и другие клетки сердца, такие как фибробласты и эндотелиальные клетки, 

могут накапливать IGF во внеклеточном пространстве, а IGF, в свою очередь, 

может действовать как аутокринный и паракринный регулятор в здоровой 

сердечной ткани. Это может обеспечить взаимодействие IGF с определенными 

рецепторами IGF и активацию кардиопротекторных эффектов, включая защиту от 

ишемических повреждений миокарда [280, 281]. Таким образом, результаты 

данного этапа исследования указывают на то, что PAPP-A может играть роль в 

поддержании жизнеспособности и функционирования кардиомиоцитов в здоровом 

сердце. 
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3. Особенности моделирования гипертрофии в модельных системах in 

vitro и in vivo  
 
Гипертрофия сердечной ткани – это компенсаторная реакция, возникающая в 

ответ на увеличение нагрузки на миокард. Как было сказано выше, существует два 

вида гипертрофии миокарда: физиологическая, направленная на увеличение 

фракции выброса и усиление сократительной активности сердца, и патологическая, 

ассоциированная с развитием сердечной недостаточности и чаще всего 

приводящая к летальному исходу. Существуют различные подходы к 

моделированию патологической гипертрофии миокарда. Среди наиболее 

распространенных моделей выделяют in vitro модели, основанные на индукции 

гипертрофии с помощью прогипертрофических факторов в культуре 

кардиомиоцитов.  В качестве таких индукторов мы использовали эндотелин-1 и 

норадреналин, которыми стимулировали первичную культуру неонатальных 

кардиомиоцитов крысы и культуру кардиомиоцитов, дифференцированных из 

ИПСК. Мы подбирали оптимальные концентрации индукторов гипертрофии, при 

которых были заметны наибольшие гипертрофические изменения, однако 

жизнеспособность клеток не была значительно снижена.  

Для оценки перевода культур в гипертрофированное состояние мы 

анализировали изменение площади кардиомиоцитов после обработки 

эндотелином-1 или норадреналином. Далее во всех модельных системах мы 

проводили дополнительную оценку перевода культур в гипертрофированное 

состояние, измеряя концентрацию BNP в кондиционированной среде культур 

кардиомиоцитов. Также нами был проведен анализ жизнеспособности культур 

кардиомиоцитов, до и после обработки гипертрофирующими агентами с 

использованием метода Alamar blue. 

Для неонатальной культуры кардиомиоцитов крысы оптимальной оказалась 

концентрация эндотелина-1 20 нМ и инкубация с ней в течение 24 часов,  при 

которой с одной стороны происходило максимальное увеличение клеток в 
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размерах, а с другой стороны сохранялась их жизнеспособность. Также было 

показано, что в случае индукции гипертрофии под действием эндотелина-1 в 

первичной культуре неонатальных кардиомиоцитов крысы статистически 

значимые различия в концентрациях BNP наблюдались после обработки 

кардиомиоцитов 20 нМ эндотелином-1 в течение 24 часов. Данное значение 

концентрации эндотелина-1, а также длительность инкубации, согласуется с 

данными литературы, описывающими модельные системы гипертрофии 

кардиомиоцитов [23, 282–285]. 

В культуре кардиомиоцитов, дифференцированных из ИПСК, мы проводили 

индукцию гипертрофии под действием эндотелина-1 и норадреналина. При 

добавлении эндотелина в концентрациях от 20 до 100 нМ в течение 24 часов 

наблюдалось увеличение клеток в размерах, что косвенно указывало на развитие 

гипертрофических изменений в кардиомиоцитоах. При анализе изображений было 

заметно уменьшение числа живых клеток в культуре, поэтому мы провели анализ 

жизнеспособности с использованием Alamar Blue. По результатам данного теста не 

было показано статистически достоверных различий, однако была заметна 

тенденция к снижению жизнеспособности после обработки эндотелином-1. Далее 

мы проанализировали уровень BNP в кондиционированной среде, показав, что 

статистически достоверное увеличение его концентрации наблюдается после 

обработки кардиомиоцитов 50 нМ эндотелином-1 в течение 24 часов. Поэтому для 

дальнейших исследований была выбрана концентрация эндотелина-1 50 нМ с 

инкубацией в течение 24 часов для перевода культуры кардиомиоцитов, 

дифференцированых из ИПСК, в гипертрофированное состояние.  

В качестве альтернативного индуктора для перевода клеток в 

гипертрофированное состояние in vitro нами был использован норадреналин, 

который широко применяется для индукции гипертрофии кардиомиоцитов [25, 

288]  В данном случае использовались концентрации норадреналина 2-10 мкМ и 

инкубации в течение 24 – 48 часов. Аналогично, как и в случае с эндотелином-1, 

подбирались оптимальные концентрации норадреналина для культуры 

кардиомиоцитов, полученных из ИПСК человека исходя из результатов обсчета 
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площади кардиомиоцитов, а также их жизнеспособности. Было показано что 

добавление норадреналина в диапозоне концентраций от 2 до 10 мкМ в течение 24 

часов приводило к увеличению площади клеток, однако не оказывало значимого 

воздействия на жизнеспособность культуры. Уровень BNP достоверно повышался 

приблизительно в 3 раза в кондиционированной среде кардиомиоцитов после 

обработки норадреналином в концентрации 5 мкМ в течение 24 часов. Поэтому 

данные условия считались оптимальными для перевода культуры в 

гипертрофированное состояние под действием норадреналина. 

 

Развитие гипертрофических изменений в сердечной ткани - сложный и 

многофакторный процесс, поэтому in vitro моделирование не всегда может 

отражать реальную картину данной патологии. Использование in vivo моделей 

создания гипертрофических изменений миокарда является наиболее 

приближенным к физиологическим процессам развития гипертрофии миокарда. 

Существует множество подходов к моделированию гипертрофии in vivo, многие из 

которых ранее были рассмотрены в разделе «Обзор литературы». Мы остановились 

на модели МКТ-индуцированной гипертрофии миокарда, так как данная модель 

очень удобна тем, что не требует сложных хирургических операций - после 

однократной инъекции монокроталина в течение месяца развивается лёгочная 

гипертензия, как следствие приводящая к гипертрофии правого желудочка. Мы 

показали, что в МКТ-группе наблюдается статистически достоверное увеличение 

массы правого желудочка и массы легких по сравнению с контролем. При МКТ-

индуцированной лёгочной гипертензии ранее было показано увеличение массы 

лёгких, ассоциированное с фибротическими изменениями лёгочной ткани. Также у 

животных МКТ-группы наблюдалась сниженная динамика набора веса по 

сравнению с контролем, что косвенно указывает на развитие патологических 

изменений в организме. Интересно, что статистически достоверных изменений в 

динамиках систолического АД в течение месяца между группами не наблюдалось, 

однако наблюдалось различие в давлении в правом желудочке по прошествии 4 

недель с момента инъекции МКТ. Такой результат скорее всего связан с тем, что 
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при МКТ-индуцированной лёгочной гипертензии в первую очередь нарушается 

малый круг кровообращения, практически не затрагивая левый круг 

кровообращения. Спустя месяц содержания крыс в виварии мы проводили 

выделение первичных культур кардиомиоцитов из взрослых крыс, которые 

характеризовали на предмет сохранения гипертрофического фенотипа. Проводили 

сравнение площади и жизнеспособности кардиомиоцитов, полученных из крыс 

МКТ-группы, с кардиомиоцитами, полученными из контрольных животных, и 

увидели увеличение кардиомиоцитов в 1,3 раза по сравнению с контролем, а также 

снижение жизнеспособности кардиомиоцитов в 1,3 раза в МКТ-группе по 

сравнению с контролем. Все описанные выше результаты свидетельствуют о 

развитии МКТ-индуцированной гипертрофии миокарда. 

Важным результатом в исследовании уровня BNP в модельных системах, 

задействованных в нашей работе, является повышение уровня BNP в первичной 

культуре кардиомиоцитов взрослых крыс, полученной после индукции 

гипертрофии in vivo под действием монокроталина по сравнению с контрольной 

культурой, выделенной из контрольных животных, которым монокроталин не 

вводился. Данные результаты говорят о том, что гипертрофические изменения, 

которые развивались в in vivo модельной системе, сохраняются на клеточном 

уровне, и данная модель релевантна для изучения PAPP-A ассоциированного 

протеолиза IGFBP-4, как процесса, протекающего на клеточном уровне. 

Таким образом, в данной работе была задействована комбинация из трех 

подходов к моделированию гипертрофических изменений в сердечной ткани. 

Использование разных модельных систем, имеющих как свои возможности, так и 

ограничения, позволяет приблизиться к наиболее реальной картине развития 

патологической гипертрофии миокарда. 
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4. При гипертрофии кардиомиоцитов происходит повышение уровня 

протеолиза IGFBP-4, ассоциированного со специфической активностью 

PAPP-A 

 

Изучение прогностических и диагностических биомаркеров ССЗ и 

установление причин их повышенной концентрации в крови пациентов при 

различных патологических состояниях сердечной ткани является актуальной 

задачей как с прикладной биомедицинской, так и фундаментальной научной точек 

зрения. Данное исследование было направлено на установление взаимосвязи 

между уровнем PAPP-A-cпецифичного протеолиза IGFBP-4 в кардиомиоцитах и их 

гипертрофическими изменениями. В ряде исследований было показано, что 

повышение уровня протеолиза IGFBP-4, а также экспрессии PAPP-A связаны с 

риском развития множества ССЗ [5, 9, 11, 162, 283]. Однако механизмов, лежащих 

в основе этих явлений, до сих пор показано не было.  

В нашем исследовании мы предположили, что гипертрофия миокарда 

является одним из факторов, способствующих увеличению уровня протеолиза 

IGFBP-4. Поэтому мы провели моделирование гипертрофического ответа в трёх 

независимых культурах кардиомиоцитов, используя в качестве индукторов 

гипертрофии in vitro эндотелин-1 и норадреналин, а in vivo – монокроталин. Мы 

обнаружили, что уровень протеолиза IGFBP-4 в кондиционированной среде 

гипертрофированных культур кардиомиоцитов выше, чем в контрольных 

негипертрофированных кардиомиоцитах во всех модельных системах. Данные 

результаты указывают на взаимосвязь между повышением концентраций N- и C- 

концевых фрагментов IGFBP-4 и гипертрофическими изменениями 

кардиомиоцитов, сопровождающими многие ССЗ. Также они проясняют функцию 

PAPP-A в миокарде в норме и при его гипертрофических изменениях. Можно 

предположить, что усиление PAPP-зависимого протеолиза IGFBP-4 при 

гипертрофических изменениях кардиомиоцитов приводит к повышению активации 

IGF по сравнению с нормой. Функции IGF при патологиях миокарда неоднозначны. 

С одной стороны, ряд исследований описывает кардиопротекторные свойства IGF 
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при различных сердечно-сосудистых патологиях, включая гипертрофию [221, 256]. 

В 2009 году Винсигуэра и соавторы показали, что повышенная экспрессия IGF-I в 

гипертрофированных неонатальных кардиомиоцитах повышает экспрессию 

кардиопротекторных генов адипонектина, UCP-1 и MT-2  (гены, экспрессия 

которых связана с низкой вероятностью возникновения ССЗ) [256]. Недавно на 

модели спонтанно гипертензивных крыс было показано кардиопротекторное 

действие IGF-1 [253]. В работах Лин и соавторов [255] и Суи и соавторов [254] 

оверэкспрессия IGF-I и IGF-II улучшала функцию сердца после инфаркта миокарда 

у мышей. Однако, в ряде других исследований было показано, что IGF может 

являться индуктором патологической гипертрофии кардиомиоцитов [44, 299, 300].  

Можно предположить, что высвобождение IGF в результате PAPP-A-

специфичного протеолиза IGFBP-4 при гипертрофических изменениях 

кардиомиоцитов может приводить к усилению гипертрофии миокарда. 

В моделях гипертрофии, индуцированных эндотелином-1 и норадреналином, 

наблюдается различная корреляция между уровнем протеолиза IGFBP-4 и 

экспрессией PAPP-A.  

Известно, что эндотелин-1 связывается со своими специфическими 

рецепторами ETA и ETB, которые, в свою очередь, связаны с семейством G-белков, 

которые отвечают за дальнейшую передачу сигнала внутри клетки. Благодаря 

данному сигнальному каскаду эндотелин-1 активирует сигнальный путь MAPK, 

который, в свою очередь, активирует транскрипционные факторы, такие как AP-1 

и NF-κB, что приводит к усиленному синтезу белка и гипертрофии миокарда.  

Помимо этого, сигнал от рецепторов эндотелина-1 может передаваться через белок 

β-аррестин, который, в свою очередь, регулирует активность ряда других 

транскрипционных факторов. Однако, в нашем исследовании экспрессия PAPP-A 

при индукции гипертрофии под действием эндотелина-1 не увеличивалась, 

вероятно, из-за отсутствия специфичных для PAPP-A сигнальных путей.  

Норадреналин активирует β-адренергические рецепторы, запускающие 

сигнальный путь PKA (протеинкиназа А), который также приводит к активации 

транскрипционных факторов и гипертрофии. В нашем исследовании экспрессия 
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PAPP-A при индукции гипертрофии под действием норадреналина возрастает в 

отличие от эндотелина-1. Известно, что транскрипция PAPP-A регулируется рядом 

сигнальных путей в различных тканях. Показано, что в почках транскрипция PAPP-

A регулируется с помощью сигнального пути PKA [301], а в фибробластах, 

остеобластах, артериальных гладкомышечных клетках, эндотелиальных клетках и 

ряде других регуляция транскрипции PAPP-A происходит с помощью 

провоспалительных цитокинов, IL-1β и фактора некроза опухоли-альфа (TNF-α) 

[279]. По всей видимости, регуляция экспрессии PAPP-A в сердечной ткани 

происходит с помощью сигнальных путей, напрямую связанных с эффектами 

норадреналина. Возможно, регуляция пути PKA, задействованного в сигнальном 

эффекте норадреналина при гипертрофии сердечной ткани, может объяснять 

возрастание экспрессии PAPP-A на фоне индукции гипертрофии в нашей 

модельной системе, однако это является предметом отдельного исследования. У 

пациентов с СН различные нейроэндокринные системы могут активироваться и 

вызывать такие наиболее часто встречающиеся симптомы как тахикардию и 

сопутствующее повышение системного сосудистого сопротивления, следствием 

которых является гипертрофия миокарда [302, 303]. Кроме того, устойчивая 

нейрогормональная активация играет ключевую роль в прогрессировании СН 

[304]. Ренин–ангиотензин–альдостероновая система (РААС), вазопрессиновая 

система и симпатическая нервная система (СНС) могут быть ответственны за 

патогенетические механизмы, приводящие к сохранению патофизиологии и 

ухудшению симптомов СН. Кроме того, было показано, что сигнальные пути этих 

нейрогормональных систем, включая бета-адренергический и РААС-пути, 

ответственны за неадаптивные процессы ремоделирования и аритмогенность [305]. 

Известно, что нейрогормональная активация является одним из известных 

механизмов индукции гипертрофических изменений миокарда [304]. Активация 

симпатической нервной системы приводит к повышению уровня норадреналина в 

крови вследствие усиления передачи сигналов СНС и высвобождения 

норадреналина из адренергических нейронов и сопутствующего «перетекания» в 

плазму, а также из-за снижения поглощения адренергическими нервными 
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окончаниями. Высокие уровни норадреналина напрямую коррелируют с тяжестью 

СН. Из всего вышесказанного можно заключить, что норадреналин-

индуцированная гипертрофия кардиомиоцитов может быть наиболее близкой 

моделью патологической гипертрофии in vitro, которая развивается на фоне СН. 

Таблица. Сравнительный анализ свойств индукторов гипертрофии эндотелина-1 

и норадреналина. 

Свойство Эндотелин-1 Норадреналин 

Природа Пептидный гормон Катехоламин, 
нейромедиатор 

Источник в организме 

Экспрессия 
эндотелиалиальными 
клетками кровеносных 

сосудов 

Высвобождение 
нейронами 

симпатической нервной 
системой 

Физиологическая роль в 
организме 

Регуляция сосудистого 
тонуса, маркёр сердечно-
сосудистых заболеваний 

Ключевой 
нейромедиатор сердечно-
сосудистой системы 

Активация рецепторов 

Активирует ET-A и ET-
B, запускает сигнальные 
пути MAPK, PKC, PKD и 

кальцийнейрин 

Активирует β1-AR 
рецепторы, повышает 
уровень cAMP, 

активирует PKA и влияет 
на метаболизм кальция 

Цитотоксичность 
В больших 

концентрациях токсичен 
для клеток 

Менее токсичен для 
клеток 

 

Таким образом, и эндотелин-1, и норадреналин приводят к гипертрофии, но 

задействуют разные пути, что, по-видимому, и объясняет различия в экспрессии 

PAPP-A. Таким образом, увеличение уровня PAPP-A специфичного протеолиза 

IGFBP-4 при гипертрофии кардиомиоцитов может быть связано как с увеличением 

уровня экспрессии протеазы, так и с повышением её активности.  

Модель МКТ-гипертрофии может быть не самой точной, так как она не 

всегда адекватно отражает патогенез гипертрофии при СН, в виду того, что 

патологическая гипертрофия миокарда не всегда сопряжена с легочной 

гипертензией. Существуют случаи, когда гипертрофия может быть адаптивной 
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реакцией на повышенную нагрузку, не приводя к развитию гипертензии. 

Например, при физических нагрузках происходит гипертрофия миокарда, но это не 

является патологией.  

Исследование корреляции протеолиза IGFBP-4 с концентрацией PAPP-A в 

разных моделях позволило углубить понимание механизмов развития гипертрофии 

и ее связи с сигнальными путями, протеолизом и экспрессией PAPP-A. Полученные 

данные могут иметь значение для разработки новых стратегий лечения и 

профилактики кардиоваскулярных заболеваний. 
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ЗАКЛЮЧЕНИЕ 
 

В настоящем исследовании были разработаны и охарактеризованы три 

модельные системы для изучения роли протеазы PAPP-A в сердечной ткани в 

норме. Сочетание трёх модельных систем с различными подходами к 

моделированию сердечной ткани позволяет получить более полное и точное 

представление о процессах, протекающих в миокарде в физиологических условиях.  

Результаты исследования демонстрируют, что культивируемые 

кардиомиоциты экспрессируют протеолитически активный PAPP-A на своей 

поверхности. PAPP-A специфически расщепляет IGFBP-4 как на поверхности 

клеток, так и во внеклеточном пространстве. Поскольку протеолиз IGFBP-4 под 

действием PAPP-A приводит к высвобождению IGF, можно предположить, что 

кардиомиоциты, а также другие клетки сердечной ткани (фибробласты и 

эндотелиальные клетки), могут накапливать IGF во внеклеточном пространстве за 

счёт данного процесса. IGF, в свою очередь, может действовать как аутокринный 

и паракринный регулятор в здоровой сердечной ткани. Высвобождение IGF в 

результате специфического протеолиза IGFBP-4 под действием PAPP-A может 

стимулировать взаимодействие IGF с его рецепторами и активировать 

кардиопротекторные эффекты, включая защиту от ишемических повреждений 

миокарда. Таким образом, полученные данные указывают на то, что PAPP-A может 

играть важную роль в поддержании жизнеспособности и функционирования 

кардиомиоцитов в здоровом сердце. 

Также в нашем исследовании использовалась комбинация нескольких 

моделей in vitro и in vivo для моделирования гипертрофических изменений в 

сердечной ткани. Индукция гипертрофии кардиомиоцитов in vitro под действием 

эндотелина-1 и норадреналина, а также индукция гипертрофии in vivo под 

действием монокроталина позволила нам приблизиться к реалистичной картине 

развития патологической гипертрофии миокарда.  

Изучение корреляции между уровнем протеолиза IGFBP-4 и концентрацией 

PAPP-A в разных моделях гипертрофии позволило расширить понимание 
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механизмов развития гипертрофии сердечной ткани и ее связи с регуляцией 

биодоступности IGF. Усиление протеолиза IGFBP-4 под действием PAPP-A, 

приводящее к высвобождению IGF при гипертрофии кардиомиоцитов, может 

служить как компенсаторным механизмом для снижения негативных последствий 

гипертрофии, так и механизмом, усиливающим эти изменения (рис. 31).  

 

 
Рисунок 31. Роль PAPP-A в сердечной ткани в норме и при гипертрофии.  

 

Исходя из результатов данного исследования можно заключить, что PAPP-A-

специфичный протеолиз IGFBP-4 протекает на поверхности кардиомиоцитов как в 

норме, так и при гипертрофических изменениях. Во-первых, полученные данные 

позволяют предположить, что в сердечной ткани в норме биодоступность IGF 

зависит от экспрессии и активности PAPP-A, что может играть ключевую роль в 

регуляции жизнеспособности кардиомиоцитов. Во-вторых, усиление протеолиза 

IGFBP-4 под действием PAPP-A и, как следствие, повышение концентрации IGF 

при гипертрофии может служить как компенсаторным механизмом для 
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минимизации негативных последствий гипертрофических изменений, так и 

фактором, стимулирующим эти изменения. Таким образом, данное исследование 

демонстрирует, что усиление PAPP-A зависимой протеолитической деградации 

IGFBP-4 связано с гипертрофическими изменениями миокарда, что, в свою 

очередь, проясняет роль протеазы PAPP-A в здоровой сердечной ткани и при её 

гипертрофических изменениях. Наконец, описанный механизм усиления 

протеолитической деградации IGFBP-4 под действием PAPP-A при гипертрофии, 

открывает широкие возможности для изучения новых механизмов развития ССЗ, 

которые сопровождаются развитием патологической гипертрофии миокарда.  
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ВЫВОДЫ 

1. Разработаны и охарактеризованы три модельные системы на основе культур 

кардиомиоцитов для исследования протеолиза IGFBP-4 в сердечной ткани в 

норме;  

2. Впервые установлено, что в норме в культурах кардиомиоцитов протекает 

PAPP-A-зависимый протеолиз IGFBP-4 как на поверхности клеток, так и в 

кондиционированной среде; 

3. Разработаны и охарактеризованы три модельные системы на основе культур 

кардиомиоцитов, переведенных в гипертрофированное состояние in vitro 

под действием эндотелина-1 и норадреналина и in vivo под действием 

монокроталина; 

4. Гипертрофия сопровождается усилением протеолиза IGFBP-4 под 

действием PAPP-А независимо от используемого типа клеточной культуры 

и способа моделирования гипертрофического ответа. 
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наук Семенову Александру Геннадиевичу за предоставление антител на BNP. 

Также выражаю глубокую благодарность доктору биологических наук Гусеву 

Николаю Борисовичу и доктору биологических наук Лопиной Ольге Дмитриевне 

за ценные замечания, вопросы и комментарии, возникшие при обсуждении данной 

работы. Выражаю глубочайшую благодарность заведующему кафедрой биохимии 

доктору биологических наук Катрухе Алексею Генриховичу, всем сотрудникам и 

преподавателям кафедры биохимии за поддержку, теплую и дружескую атмосферу 

и ценные знания, полученные в ходе подготовки и выполнения данного 

исследования. И наконец, выражаю глубочайшую благодарность своей семье за 

всестороннюю поддержку на всех этапах подготовки кандидатской диссертации. 
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