
ÁÞËËÅÒÅÍÜ ÂÑÍÖ ÑÎ ÐÀÌÍ, 2016, Том 1, ¹ 3 (109), Часть II

Экспериментальные исследования в биологии и медицине	      131

УДК 616.127-005.8-076:577.115

Н.П. Судаков 1, 2, 3, И.В. Клименков 3, 4, А.И. Катышев 5, С.Б. Никифоров 1, О.А. Гольдберг 1, 
Б.Г. Пушкарёв 1, С.А. Лепехова 1, 2, К.А. Апарцин 1, 2, Ю.М. Константинов 3, 5

МИТОХОНДРИАЛЬНАЯ ДИСФУНКЦИЯ ПРИ АТЕРОСКЛЕРОЗЕ И ИНФАРКТЕ 
МИОКАРДА: МОЛЕКУЛЯРНЫЕ И ЦИТОХИМИЧЕСКИЕ МАРКЕРЫ

1 ФГБНУ «Иркутский научный центр хирургии и травматологии», Иркутск, Россия 
2 ФГБУН Иркутский научный центр СО РАН, Иркутск, Россия 

3 ФГБОУ ВПО Иркутский государственный университет, Иркутск, Россия 
4 ФГБУН Лимнологический институт СО РАН, Иркутск, Россия 

5 ФГБУН Сибирский институт физиологии и биохимии растений СО РАН, Иркутск, Россия

Изучены возможности лазерной конфокальной микроскопии в анализе объема липидных частиц и количества 
функционально-активных митохондрий и продукции активных форм кислорода в клетках печени для 
ранней диагностики цитохимических нарушений при дислипопротеидемии. Оценен потенциал анализа 
уровня мтДНК плазмы крови на ранних сроках развития дислипопротеидемии и при экспериментальном 
инфаркте миокарда. Полученные данные будут служить основой для создания технологий диагностического 
мониторинга выраженности атеросклероза и инфаркта миокарда.
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We studied capabilities of confocal laser scanning microscopy in the analysis of lipid droplets volume and of quantity 
of functional mitochondria and reactive oxygen species production in liver cells for early diagnosis of cytochemical 
disturbances at dyslipoproteinemia (16 days of experiment). The results showed the increase of lipid droplets volume 
in hepatocytes, decrease of functional mitochondria and increase of reactive oxygen species production. We evaluated 
the potential of real-time PCR method in the analysis of mitochondrial DNA of blood plasma at early stages of dyslipo-
proteinemia and in experimental infarction.
On the background of registered blood lipid metabolism disorders and structural and functional changes in liver cells, 
we determined the tendency to three-time increase in concentration of circulating cell-free mtDNA on the 16th day of 
dyslipoproteinemia as compared to the control data. We used a model of myocardial infarction to show statistically 
significant increase in the level of circulating cell-free blood mtDNA from 48 hours after adrenaline injection and we 
found that this level maintained up to 144 hours after adrenaline injection. Obtained data can serve as a basis for crea-
tion of technologies for diagnostic monitoring of atherosclerosis and myocardial infarction severity.
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ВВЕДЕНИЕ

На сегодняшний день инфаркт миокарда (одно из 
осложнений дислипопротеидемии и атеросклероза 
коронарных сосудов) является основной причиной 
смертности населения индустриально развитых 
стран. Совершенствование технологий диагностики 
данных заболеваний во многом предопределяет эф-
фективность методов их профилактики и лечения [6]. 
Важным фактором развития дислипопротеидемии 
является избыточное накопление в клетках печени 
липидных капель, способных повреждать органеллы, 
в первую очередь митохондрии [5]. Известна ключе-
вая роль дисфункции митохондрий кардиомиоцитов 
в развитии повреждений миокарда после воздействия 
ишемии/реперфузии [2]. Тем не менее, в настоящее 
время не выявлены биомаркеры, связующие со-
стояние митохондрий и процессы гибели клетки 

при инфаркте миокарда и атеросклерозе. Одним из 
перспективных показателей разрушения, стрессиро-
вания клеток и, возможно, состояния митохондрий 
является свободно циркулирующая митохондриаль-
ная ДНК (мтДНК) крови [1, 4, 7], которую относят к 
«молекулярным паттернам риска» (danger associated 
molecular patterns, DAMPs) [8]. Таким образом, высо-
кую актуальность для разработки диагностических и 
лечебных технологий представляет изучение данных 
цитологических и молекулярных показателей на ран-
них сроках развития дислипопротеидемии, а также в 
динамике острого ишемического повреждения мио-
карда, что явилось целью настоящего исследования.

МАТЕРИАЛЫ И МЕТОДЫ

Дислипопротеидемию вызывали атерогенной 
диетой (350 мг холестерина на 1 кг веса животного 
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ежедневно) в течение 16  суток у кроликов породы 
Шиншилла. Животные были подразделены на две 
группы (для каждой группы n = 10): «модель дисли-
попротеидемии» и «группа контроля» (стандартная 
диета вивария). 

Инфаркт миокарда моделировали у крыс-самцов 
линии Вистар подкожными инъекциями адреналина 
(0,2 мг на 100 г массы животного). Крыс, получивших 
инъекции адреналина, выводили из эксперимента 
с целью взятия крови через 24 (n = 6), 48 (n = 6), 72 
(n  =  6), 120 (n  =  6) и 144  часа (n  =  6) наблюдения. 
Крысам группы контроля (n = 6) подкожно вводили 
физиологический раствор. 

Манипуляции с животными проводились с со-
блюдением положений Хельсинской декларации 
Всемирной медицинской ассоциации (2000  г.) и 
Директивы Европейского сообщества 86/609 ЕЕС о 
гуманном отношении к экспериментальным живот-
ным (1986 г.).

На биохимическом анализаторе Beckman 
Synhron 4 (Beckman Coulter, США) оценивали актив-
ность в сыворотке крови ферментов-биомаркеров 
цитолиза: общей креатинфосфокиназы (КФК), кре-
атинфосфокиназы МВ (КФК-МВ), – и анализировали 
липидный спектр с использованием наборов реаген-
тов «Human Diagnostics GmbH» (Германия). Митохон-
дриальную ДНК выделяли из плазмы крови, очищен-
ной от тромбоцитов [3]. Количественный анализ 
свободно циркулирующей мтДНК осуществляли ме-
тодом ПЦР в реальном времени (амплификатор «DT 
lite», ДНК-технология, Россия) с использованием ре-
акционной смеси, содержащей SYBR Green (MaximaTM 

SYBR Green/ROX qPCR Master Mix – Thermo Fisher 
Scientific Inc., США). Амплифицировали фрагмент гена 
16S рРНК размером 230 п.н. (крысы – прямой прай-
мер: 5’- TGCAGAAGCTATTAATGGTTCG-3’, обратный 
праймер: 5’-TTGGCTCTGCCACCCTAATA-3’; кролики – 
прямой праймер: 5’-GTGTAGCCGCTATTAAAGGTTCG-3’, 
обратный праймер: 5’-GGCTCTGCCACCTTAACTAGCT-3’) 
[4]. Фрагменты ткани печени фиксировали в 2%-м 
параформальдегиде. Ядра клеток окрашивали DAPI 
(Sigma-Aldrich, США), липидные капли – Nile red 
(Sigma-Aldrich, USA), функционально активные мито-
хондрии – Mitotracker orange (Life Technologies, USA), 
активные формы кислорода (АФК) – CellRox Deep red 
reagent (Life Technologies, USA). Состояние липидных 
частиц и митохондрий в клетках печени оценивали 
с помощью лазерного конфокального микроскопа 
LSM-710 (Carl Zeiss, Германия). Морфометрический 
анализ полученных данных проводили в программ-
ной среде Imaris Bitplane  7.2.3. Статистический 
анализ полученных данных проводили в программе 
Statistica 10, используя непараметрические методы. 
Межгрупповые различия оценивали по критериям 
Манна – Уитни.

РЕЗУЛЬТАТЫ И ОБСУЖДЕНИЕ

Установлено, что при моделировании дислипо-
протеидемии на 16-е сутки в крови эксперименталь-
ных животных коэффициент атерогенности увеличи-
вается, в сравнении с контролем, в 6 раз (p ≤ 0,05). Это 
отражает ослабление способности печени сдерживать 

развитие нарушений обмена липидов крови. Анализ 
ткани печени с помощью лазерной конфокальной 
микроскопии показал, что на 16-е  сутки атероген-
ной диеты в гепатоцитах общего объема липидных 
капель, в сравнении с контролем, возрастает в 3 раза 
(p ≤ 0,05). При этом количество функционально ак-
тивных митохондрий в клетках печени снижается 
в 2  раза (p  ≤  0,05), а степень продукции активных 
форм кислорода возрастает в 1,5  раза (p  ≤  0,05). 
Интересно отметить, что на фоне зарегистриро-
ванных нарушений метаболизма липидов крови и 
структурно-функциональных изменений в клетках 
печени наблюдается тенденция к трехкратному, в 
сравнении с контролем, возрастанию концентрации 
свободно циркулирующей мтДНК в крови (p = 0,6). 
Это характеризует перспективу данного показателя 
в качестве одного из ранних биомаркеров развития 
нарушений в клетках-мишенях при дислипопротеи-
демии и атеросклерозе.

На модели инфаркта миокарда показано, что че-
рез 24 часа после введения адреналина в крови у экс-
периментальных животных возрастает активность 
КФК и КФК-МВ. Это объективно свидетельствует о 
развитии литических процессов в кардиомиоцитах 
на данном сроке наблюдения. При этом уровень 
свободно циркулирующей мтДНК крови возрастает 
в 1,5 раза, в сравнении с контролем. Через 48 часов 
активность КФК, КФК-МВ проявляет тенденцию к 
снижению, оставаясь, тем не менее, выше значений 
контроля. Уровень свободно циркулирующей мтДНК 
в крови возрастает в 2 раза, что является наибольшим 
значением в динамике данного показателя. Через 
72 часа после введения адреналина активность креа-
тинфосфокиназ снижается до показателей контроля. 
На фоне описанных выше изменений уровень сво-
бодной мтДНК плазмы на данном сроке наблюдения 
увеличен в 1,5 раза, в сравнении с группой контроля. 
В целом повышенный уровень свободно циркулиру-
ющей мтДНК крови сохраняется до 144 часов и воз-
вращается к данным контрольной группы к 168 ча-
сам после инъекции адреналина. Таким образом, 
пик возрастания уровня свободно циркулирующей 
мтДНК крови после подкожных инъекций адреналина 
формируется на сутки позднее увеличения актив-
ности проанализированных нами кардиомаркеров. 
Наибольшее значение концентрации мтДНК крови 
достигается уже на фоне снижения активности дан-
ных ферментов.

Таким образом, полученные нами данные ха-
рактеризуют высокий диагностический потенциал 
цитохимического анализа объема липидных частиц и 
количества функционально активных митохондрий, 
определяемых методом сканирования образцов 
ткани на лазерном конфокальном микроскопе для 
исследований биоптата печени с целью ранней диа-
гностики внутриклеточных нарушений при форми-
ровании липидной инфильтрации данного органа. 
Высокий интерес представляет использование дан-
ных методических подходов для изучения механиз-
мов обратимости ранних этапов развития жировой 
инфильтрации печени при дислипопротеидемии, 
что будет способствовать созданию технологий ле-
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чения для профилактики и лечения атеросклероза 
на начальных сроках его развития. Данные анализа 
уровня свободно циркулирующей мтДНК на ранних 
сроках развития дислипопротеидемии и при экспе-
риментальном инфаркте миокарда предопределяют 
необходимость изучения взаимосвязи динамики 
данного показателя с тяжестью течения заболева-
ния и эффективностью его лечения. Полученные 
результаты будут в дальнейшем служить основой 
трансляционных исследований, направленных на 
создание технологий диагностического мониторинга 
дислипопротеидемии, атеросклероза и острых ише-
мических повреждений миокарда.
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