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Ðåìîäåëèðîâàíèå êàðäèîìèîöèòîâ êðûñû ïîñëå íåîíàòàëüíîãî êðèïòîñïîðèäèîçà. II

Ýïèäåìèîëîãè÷åñêèå èññëåäîâàíèÿ ñâèäåòåëüñòâóþò î òîì, ÷òî çàáîëåâàíèÿ äåòñêîãî âîçðàñòà ïî-
âûøàþò âåðîÿòíîñòü âîçíèêíîâåíèÿ â îòäàëåííîì áóäóùåì ïàòîëîãèé ñåðäå÷íî-ñîñóäèñòîé ñèñòåìû.
Îñíîâûâàÿñü íà äàííûõ î òîì, ÷òî ñàìîé ÷àñòîé ïðè÷èíîé íåäîìîãàíèé ó äåòåé ÿâëÿþòñÿ èíôåêöèîí-
íûå ãàñòîðýíòåðèòû, ìû èññëåäîâàëè âëèÿíèå êðèïòîñïîðèäèîçà íà ðåìîäåëèðîâàíèå êàðäèîìèîöèòîâ
è ñåðäöà â 18 âîçðàñòíûõ ãðóïïàõ êðûñ 1-ãî ìåñ æèçíè. Çàáîëåâàíèå, èíäóöèðîâàííîå øèðîêî ðàñïðî-
ñòðàíåííûì ïðîòîçîéíûì ýíòåðîïàòîãåíîì ÷åëîâåêà è æèâîòíûõ Cryptosporidium parvum, ïðîÿâëÿëîñü
â çàìåäëåíèè ðîñòà è óìåðåííîé äèàðåå. Ìåòîäàìè ïîëèìåðàçíîé öåïíîé ðåàêöèè â ðåàëüíîì âðåìåíè,
öèòîôîòîìåòðèè è àíàëèçà èçîáðàæåíèé ìû óñòàíîâèëè, ÷òî êðèïòîñïîðèäèîç àññîöèèðîâàí ñ àòðî-
ôèåé ñåðäöà, à òàêæå ñî ñíèæåíèåì êîëè÷åñòâà îáùåãî áåëêà â êàðäèîìèîöèòàõ è èõ èñòîí÷åíèåì, èç-
áûòî÷íîé ïîëèïëîèäèçàöèåé è ãèïåðýêñïðåññèåé èíäóöèðóåìîãî ãèïîêñèåé ôàêòîðà (HIF-1a). Ðåìîäå-
ëèðîâàíèå êàðäèîìèîöèòîâ è àòðîôèÿ ñåðäöà ïðîÿâëÿëèñü âî âñåõ 18 âîçðàñòíûõ ãðóïïàõ. Îäíàêî ðàç-
ëè÷àëàñü èíòåíñèâíîñòü ýòèõ èçìåíåíèé, êîòîðàÿ óìåíüøàëàñü îò ìëàäøèõ ãðóïï ê ñòàðøèì.
Èçáûòî÷íàÿ ïîëèïëîäèçàöèÿ è ãèïåðýêñïðåññèÿ HIF-1á áûëè çàðåãèñòðèðîâàíû ïðèåìóùåñòâåííî ó
æèâîòíûõ 6—13-ñóòî÷íîãî âîçðàñòà, â òî âðåìÿ êàê ó áîëåå ñòàðøèõ æèâîòíûõ îíè ïðîÿâëÿëèñü ñëàáî è
áûëè ñòàòèñòè÷åñêè íåäîñòîâåðíûìè. Ïåðèîä ðàçâèòèÿ êðûñû ñ 6-õ ïî 13-å ñóò ñîâïàäàåò ñ óñèëåííîé
ïîëèïëîèäèçàöèåé êàðäèîìèîöèòîâ è ñ èõ ïåðåêëþ÷åíèåì ñ ïðîëèôåðàòèâíîãî ðîñòà íà ãèïåðòðîôè-
÷åñêèé. Òàêèì îáðàçîì, íàøè äàííûå ïîêàçàëè, ÷òî êðèïòîñïîðèäèîçíûé ãàñòðîýíòåðèò ìîæåò áûòü
ïîòåíöèàëüíûì ôàêòîðîì ðèñêà ñåðäå÷íî-ñîñóäèñòûõ çàáîëåâàíèé è ÷òî ïåðèîä ïîëèïëîèäèçàöèè êàð-
äèîìèîöèòîâ ÿâëÿåòñÿ îäíèì èç êðèòè÷åñêèõ ïåðèîäîâ â ïîñòíàòàëüíîì ðàçâèòèè ñåðäöà.

Ê ë þ ÷ å â û å ñ ë î â à: íåîíàòàëüíûå êàðäèîìèîöèòû, ïîëèïëîèäèÿ, àòðîôèÿ, óäëèíåíèå, êðèïòî-
ñïîðèäèîçíûé ãàñòðîýíòåðèò, êðèòè÷åñêèé ïåðèîä â ðàçâèòèè ñåðäöà, HIF-1á.

Äàííûå ðåòðîñïåêòèâíûõ ýïèäåìèîëîãè÷åñêèõ èñ-
ñëåäîâàíèé ñâèäåòåëüñòâóþò î òîì, ÷òî ìíîãèå íåèíôåê-
öèîííûå çàáîëåâàíèÿ âçðîñëûõ ëþäåé ïðîèñõîäÿò èç-çà
çàìåäëåíèÿ ðîñòà, íåäîñòàòî÷íîãî ïèòàíèÿ è âîñïàëè-
òåëüíûõ ïðîöåññîâ â äåòñòâå. Ýòó âçàèìîñâÿçü âïåðâûå
îïèñàë â 1989 ã. ïðîôåññîð Ïîðòëàíäñêîãî óíèâåðñèòåòà
(ÑØÀ) Äýâèä Áàðêåð ñ ñîòðóäíèêàìè, íàçâàâ åå «îíòîãå-
íåòè÷åñêèì ïðîãðàììèðîâàíèåì» (Barker et al., 1989).
Ñåé÷àñ îíòîãåíåòè÷åñêîå ïðîãðàììèðîâàíèå ïðèâëåêà-
åò áîëüøîå âíèìàíèå èññëåäîâàòåëåé: cîçäàíî íåñêîëüêî
èíñòèòóòîâ è êðóïíûõ öåíòðîâ, çàíèìàþùèõñÿ òîëüêî
ýòîé ïðîáëåìîé (www.mrc.soton.ac.uk, www.geneim-
print.com, www.nida.nih.gov, www.nationalchildrensstudy.
gov). Â ðåçóëüòàòå èõ ðàáîòû ñòàëî èçâåñòíî, ÷òî èøåìè-
÷åñêàÿ áîëåçíü ñåðäöà, ãèïåðòîíèÿ è èíôàðêò ìèîêàðäà â
çíà÷èòåëüíîé ñòåïåíè ÿâëÿþòñÿ ñëåäñòâèåì íåäîìîãà-
íèé, ïåðåíåñåííûõ â äåòñòâå (Gluckman, Hanson, 2004;
Crimmins, Finch, 2006; Nuyt, Szyf, 2007; Finch, 2010).
Â òî æå âðåìÿ, íåñìîòðÿ íà ìíîãî÷èñëåííûå ñòàòèñòè÷å-
ñêèå äàííûå, ìåõàíèçìû è ïðè÷èíû âçàèìîñâÿçè ìåæäó
íåäîìîãàíèÿìè äåòñêîãî âîçðàñòà è íàðóøåíèåì ðàáîòû
ñåðäöà ó âçðîñëûõ ëþäåé äî êîíöà íåÿñíû.

Îñíîâûâàÿñü íà äàííûõ ìåäèöèíñêîé ñòàòèñòèêè î
òîì, ÷òî íàèáîëåå ÷àñòîé ïðè÷èíîé çàáîëåâàíèé ó ìëà-
äåíöåâ, äåòåé è ïîäðîñòêîâ ÿâëÿþòñÿ èíôåêöèîííûå çà-
áîëåâàíèÿ êèøå÷íèêà, êîòîðûå âûçûâàþò âîñïàëåíèå,
ìàëüàáñîðáöèþ, òàõèêàðäèþ è îòòîê ðåñóðñîâ îò ôîðìè-
ðóþùåãîñÿ ñåðäöà (Finch, Crimmins, 2004; Curione et al.,
2010; Alter et al., 2011; Rodríguez et al., 2011), ìû ðàçðàáîòà-
ëè ìîäåëü êðèïòîñïîðèäèîçíîãî ãàñòðîýíòåðèòà ó íåîíà-
òàëüíûõ êðûñ, âûçâàííîãî ýíòåðîïàòîãåíîì ïðîòîçîéíîé
ïðèðîäû Cryptosporidium parvum (Apicomplexa, Sporozoa).

Êðèïòîñïîðèäèîçíûé ãàñòðîýíòåðèò — øèðîêî ðàñ-
ïðîñòðàíåííîå çàáîëåâàíèå ÷åëîâåêà è æèâîòíûõ, ïðåä-
ñòàâëÿþùåå îñîáåííóþ îïàñíîñòü äëÿ äåòåé, ó êîòîðûõ
îíî ïðèâîäèò ê äëèòåëüíîé (äî íåñêîëüêèõ ìåñÿöåâ) äèà-
ðåå è ðåçêîìó çàìåäëåíèþ ðîñòà (Áåéåð è äð., 2002, 2006;
Chalmers, Davies, 2010). Â ñòðàíàõ ñ æàðêèì êëèìàòîì
(òàêèõ, íàïðèìåð, êàê Çàìáèÿ, Èíäèÿ è Áðàçèëèÿ) êðèï-
òîñïîðèäèîç àññîöèèðîâàí ñ ïîâûøåíèåì ñìåðòíîñòè ïà-
öèåíòîâ âñåõ âîçðàñòîâ (Meireles, 2010; Kelly, 2011), à â
ðàçâèòûõ ñòðàíàõ, òàêèõ êàê Àíãëèÿ, Ãåðìàíèÿ è ÑØÀ,
çàðåãèñòðèðîâàíû åæåãîäíûå ëåòíèå âñïûøêè ýïèäåìèé
êðèïòîñïîðèäèîçà (Chako et al., 2010).
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Çàðàæåíèå îîöèñòàìè êðèïòîñïîðèäèé ïðîèñõîäèò,
êàê ïðàâèëî, ÷åðåç çàãðÿçíåííóþ âîäó, ïèùó èëè ïðè êîí-
òàêòå ñ äîìàøíèìè æèâîòíûìè (Fayer, 2004; Neira-Munoz
et al., 2007; Fayer et al., 2010). Ýíäîãåííîå ðàçâèòèå ïàðà-
çèòà ïðîòåêàåò â êëåòêàõ ýïèòåëèàëüíîé âûñòèëêè íèæ-
íèõ îòäåëîâ òîíêîãî êèøå÷íèêà (Fayer, 2004; Fayer et al.,
2010). Ïîñåëÿÿñü â ýêñòðàöèòîïëàçìàòè÷åñêîé çîíå ýíòå-
ðîöèòîâ, êðèïòîñïîðèäèè íàðóøàþò âñàñûâàíèå ïèòà-
òåëüíûõ âåùåñòâ âîðñèíêàìè ýòèõ êëåòîê, âûçûâàþò âîñ-
ïàëåíèå è äèàðåþ ñåêðåòîðíî-îñìîòè÷åñêîãî òèïà (Chal-
mer, Davis, 2010).

Èñïîëüçóÿ ìîäåëü êðèïòîñïîðèäèîçà, ìû èçó÷èëè
âëèÿíèå äàííîãî çàáîëåâàíèÿ íà ñëåäóþùèå ïàðàìåòðû
ñåðäöà íåîíàòàëüíûõ êðûñ: îòíîñèòåëüíàÿ ìàññà ñåðäöà
(îòíîøåíèå ìàññû ñåðäöà ê ìàññå òåëà), ñîîòíîøåíèå
äëèíû è øèðèíû êàðäèîìèîöèòîâ, ñîäåðæàíèå â íèõ îá-
ùåãî áåëêà, óðîâåíü ïëîèäíîñòè, à òàêæå óðîâåíü ýêñï-
ðåññèè èíäóöèðóåìîãî ãèïîêñèåé ôàêòîðà (HIF-1á).

Èçâåñòíî, ÷òî îòíîñèòåëüíàÿ ìàññà ñåðäöà ïðÿìî ïðî-
ïîðöèîíàëüíà îáúåìó ñåðäå÷íîãî âûáðîñà è èíòåíñèâíî-
ñòè áàçàëüíîãî ìåòàáîëèçìà è îáðàòíî ïðîïîðöèîíàëüíà
÷àñòîòå ïóëüñà (Bishop, Butler, 1995; Bishop, 1999, 2005).
Êðîìå òîãî, ýòîò ïàðàìåòð ÿâëÿåòñÿ îñíîâíûì ôàêòîðîì,
ëèìèòèðóþùèì ôóíêöèîíàëüíóþ ñïîñîáíîñòü ñåðäöà
(ñì. îáçîð: Bishop, 1999).

Ñîîòíîøåíèå äëèíû è øèðèíû êàðäèîìèîöèòîâ, êàê
è ñîäåðæàíèå îáùåãî áåëêà, õàðàêòåðèçóþò ñèëó ñîêðà-
ùåíèÿ æåëóäî÷êà ñåðäöà. Äëèíà êëåòîê ïðîïîðöèîíàëüíà
îáúåìó æåëóäî÷êà, à øèðèíà — òîëùèíå ñòåíêè æåëó-
äî÷êà (Li et al., 2004; Chen et al., 2010). Ñîäåðæàíèå îáùå-
ãî áåëêà îòðàæàåò êîëè÷åñòâî ñîêðàòèòåëüíûõ áåëêîâ â
êàðäèîìèîöèòàõ (Sñhlüter et al., 1995).

Èçáûòî÷íàÿ ïîëèïëîèäèçàöèÿ êàðäèîìèîöèòîâ ÿâëÿ-
åòñÿ îäíèì èç õîðîøî óñòàíîâëåííûõ ìàðêåðîâ îòâåòà íà
ñòðåññ (Rumyantsev, 1977). Ïðîÿâëÿÿ ïðèçíàêè áèîëîãè-
÷åñêîé ïëàñòè÷íîñòè, ïîëèïëîèäèÿ èçìåíÿåòñÿ â îòâåò íà
èçìåíåíèå ñêîðîñòè è óñëîâèé ðîñòà, ôèëîãåíåòè÷åñêèå
îñîáåííîñòè, ôèçèîëîãè÷åñêóþ è ïàòîëîãè÷åñêóþ ïåðå-
ãðóçêó, ãîðìîíàëüíûé è ìåòàáîëè÷åñêèé äèñáàëàíñ è ðàç-
íîãî ðîäà èíôåêöèè (Rumyantsev, 1977; Ìàðòûíîâà è äð.,
1983, 2002; Brodsky et al., 1985, 1991; Rumyantsev et al.,
1990; Kellerman et al., 1992; Anatskaya, Vinogradov, 2002,
2004a, 2004b; Àíàöêàÿ, Âèíîãðàäîâ, 2004; Anatskaya
et al., 2007, 2010; Walsh et al., 2010). Íàøè íåäàâíèå ñðàâ-
íèòåëüíûå èññëåäîâàíèÿ òðàíñêðèïòîìîâ ïîêàçàëè, ÷òî
ïîëèïëîèäèçàöèÿ ìîæåò ïðèíèìàòü ó÷àñòèå â ðåãóëÿöèè
îñíîâíûõ æèçíåííûõ ïðîöåññîâ êëåòêè, âêëþ÷àÿ ýíåðãå-
òè÷åñêèé îáìåí, äèôôåðåíöèðîâêó, ðåïàðàöèþ, òðàíñ-
êðèïöèþ, ïîääåðæàíèå öèòîñêåëåòà è äàæå âíåêëåòî÷íî-
ãî ìàòðèêñà (Anatskaya, Vinogradov, 2007, 2010; Àíàöêàÿ,
Âèíîãðàäîâ, 2010).

Òðàíñêðèïöèîííûé ôàêòîð HIF-1á ðåãóëèðóåò øèðî-
êèé ñïåêòð âíóòðèêëåòî÷íûõ è ñèñòåìíûõ îòâåòîâ íà ãè-
ïîêñèþ è äðóãèå ôàêòîðû ñòðåññà, âêëþ÷àÿ âîçäåéñòâèå
ñâîáîäíûõ ðàäèêàëîâ, ôàêòîðîâ ðîñòà, ìåòàáîëèòîâ,
èîíîâ, öèòîêèíîâ è äàæå ìåõàíè÷åñêîãî ðàñòÿæåíèÿ
(Görlach, 2009; Semenza, 2011, 2012). Â ñâÿçè ñ ýòèì óðî-
âåíü HIF-1á ñ÷èòàþò âàæíûì èíäèêàòîðîì ïàòîëîãè÷å-
ñêèõ èçìåíåíèé (Görlach, 2009).

Öåëüþ íàøåé ðàáîòû áûëî èññëåäîâàòü ìåõàíèçìû
âçàèìîñâÿçè ìåæäó ãàñòðîýíåòåðèòîì è âîçíèêíîâåíèåì
ïàòîëîãèé ñåðäå÷íî-ñîñóäèñòîé ñèñòåìû. Äëÿ ýòîãî ìû
èçó÷èëè âëèÿíèå êðèïòîñïîðèäèîçíîãî ãàñòðîýíòåðèòà
íà ðåìîäåëèðîâàíèå ñåðäöà è êàðäèîìèîöèòîâ êðûñ
1-ãî ìåñ æèçíè, ñîïîñòàâèâ îòíîñèòåëüíóþ ìàññó ñåðäöà,

îòíîøåíèå äëèíû è øèðèíû êàðäèîìèîöèòîâ, ñîäåðæà-
íèå â íèõ îáùåãî áåëêà, óðîâíè ïëîèäíîñòè è ýêñïðåñ-
ñèþ HIF-1á ó ïåðåáîëåâøèõ è êîíòðîëüíûõ æèâîòíûõ.

Ìàòåðèàë è ìåòîäèêà

Æ è â î ò í û å. Îîöèñòû êðèïòîñïîðèäèé ïîëó÷àëè îò
7—14-ñóòî÷íûõ òåëÿò èç æèâîòíîâîä÷åñêèõ ôåðì Ëåíèí-
ãðàäñêîé îáë. Ìàçêè, ïðèãîòîâëåííûå èç ïðîá ñîäåð-
æèìîãî êèøå÷íèêà òåëÿò, îêðàøèâàëè êàðáîëîâûì ôóê-
ñèíîì ïî Öèëþ—Íèëüñîíó. Ïðîáû áðàëè îò íàèáîëåå
çàðàæåííûõ æèâîòíûõ, ñîäåðæàâøèõ 25—40 îîöèñò è
áîëåå â îäíîì ïîëå çðåíèÿ ìèêðîñêîïà ïðè óâåëè÷åíèè
600�.

Âûäåëåíèå ÷èñòîé êóëüòóðû îîöèñò ïðîâîäèëè ñ ïî-
ìîùüþ ïðåðûâèñòîãî ãðàäèåíòà ïëîòíîñòè ïåðêîëëà
(Waldman et al., 1986). Ñíà÷àëà ñóñïåíçèþ îîöèñò èç ñî-
äåðæèìîãî êèøå÷íèêà â PBS (1 : 9) öåíòðèôóãèðîâàëè
ïðè 500 g â òå÷åíèå 15 ìèí; çàòåì ñóïåðíàòàíò ñëèâàëè,
äîáàâëÿëè 15 ìë PBS è 3 ìë ýòîêñèýòàíà è, òùàòåëüíî
âñòðÿõíóâ, îñàæäàëè öåíòðèôóãèðîâàíèåì ïðè 500 g â òå-
÷åíèå 5 ìèí. Íåî÷èùåííûå îîöèñòû îñòîðîæíî ñîáèðà-
ëè ñî äíà ïðîáèðêè. Äëÿ ïîëó÷åíèÿ íåîáõîäèìîãî êîëè-
÷åñòâà îîöèñò ïðîöåäóðó ïîâòîðÿëè ìíîãîêðàòíî (äî
15 ðàç).

Çàòåì îîöèñòû òùàòåëüíî î÷èùàëè îò äåòðèòà è ìèê-
ðîîðãàíèçìîâ ñ ïîìîùüþ öåíòðèôóãèðîâàíèÿ â ïðåðûâè-
ñòîì ãðàäèåíòå ïåðêîëëà ñ ïëîòíîñòüþ 1.04—1.08 ã/ìë.
Íà âåðõíèé ñëîé ïåðêîëëà ñ ïëîòíîñòüþ 1.04 ã/ìë ïîìå-
ùàëè îñàäîê îîöèñò, ïîëó÷åííûé íà ïåðâîì ýòàïå î÷èñò-
êè (íèæíèé ñëîé ïåðêîëëà ñ ïëîòíîñòüþ 1.08 ã/ìë). Ïîëó-
÷åííóþ ñìåñü öåíòðèôóãèðîâàëè ïðè 250 g â òå÷åíèå
10 ìèí. Ïîñëå öåíòðèôóãèðîâàíèÿ îñåâøèå íà äíî îîöè-
ñòû àêêóðàòíî ñîáèðàëè ïèïåòêîé. Ñ ïîìîùüþ êàìåðû
Ãîðÿåâà ïîäñ÷èòûâàëè êîíöåíòðàöèþ îîöèñò. Äëÿ çàðà-
æåíèÿ èñïîëüçîâàëè îáðàçöû, êîòîðûå ñîäåðæàëè 106 èëè
áîëåå æèâûõ îîöèñò êðèïòîñïîðèäèé â 1 ìë âçâåñè. Ïî-
ëó÷åííûå îîöèñòû õðàíèëè â áèõðîìàòå êàëèÿ (K2Cr2O7).
Ïåðåä çàðàæåíèåì ñìåñü òðèæäû îòìûâàëè PBS ñ ïîñëå-
äóþùèì öåíòðèôóãèðîâàíèåì ïðè 500 g â òå÷åíèå
15 ìèí.

Ñàìêè êðûñ ëèíèè Wistar áûëè âçÿòû èç âèâàðèÿ íà-
øåãî èíñòèòóòà. Êàæäóþ ñàìêó ñ êðûñÿòàìè (6—10 äåòå-
íûøåé) ñîäåðæàëè â îòäåëüíîé êëåòêå. Äëÿ çàðàæåíèÿ
èñïîëüçîâàëè êðûñÿò 1—22-ñóòî÷íîãî âîçðàñòà. Âñêðû-
òèå ïðîâîäèëè ÷åðåç 4 ñóò (ò. å. íà 5-å ñóò) ïîñëå çàðàæå-
íèÿ, ò. å. â âîçðàñòå 5—26 ñóò. Îò êàæäîé èç 18 âîçðàñò-
íûõ ãðóïï áûëî èññëåäîâàíî ïî 5—6 îïûòíûõ è 3 êîíò-
ðîëüíûå îñîáè. Êàæäîå æèâîòíîå ïîëó÷àëî ïåðîðàëüíî
ðàñòâîð, ñîäåðæàùèé ïðèìåðíî 2�105 îîöèñò C. ðarvum â
PBS. Êîíòðîëüíûå æèâîòíûå ïîëó÷àëè òàêîé æå îáúåì
PBS áåç ïàðàçèòîâ. Çàðàæåííûå è èíòàêòíûå æèâîòíûå
íàõîäèëèñü â ðàçíûõ êëåòêàõ, äëÿ òîãî ÷òîáû ïðåäîòâðà-
òèòü çàðàæåíèå ïîñëåäíèõ.

Î ö å í ê à è í ò å í ñ è â í î ñ ò è ç à ð à æ å í è ÿ. Äëÿ
îïðåäåëåíèÿ ñòåïåíè ïàðàçèòè÷åñêîé íàãðóçêè ìàçêè ñî-
äåðæèìîãî êèøå÷íèêà àíàëèçèðîâàëè ñ ïîìîùüþ ìèêðî-
ñêîïà ïîñëå îêðàñêè 1%-íûì ãåíöèàí-ôèîëåòîâûì â âîä-
íîì ðàñòâîðå â òå÷åíèå 15 ñ è äîôèêñàöèè ìåòàíîëîì
(Ñèäîðåíêî è äð., 2004). Æèâîòíûõ, ìàçêè êîòîðûõ ñî-
äåðæàëè 11—20 ýíäîãåííûõ ñòàäèé â îäíîì ïîëå çðåíèÿ
ìèêðîñêîïà (îá. 40�, îê. 15�), îòáèðàëè äëÿ ýêñïåðèìåí-
òà. Ýòè æèâîòíûå áûëè îòíåñåíû ê ñðåäíåçàðàæåííûì.
Æèâîòíûå ñ òàêîé ñòåïåíüþ çàðàæåíèÿ áûëè âûáðàíû
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ïîòîìó, ÷òî êðèïòîñïîðèäèîç èìåííî ñðåäíåé òÿæåñòè
ïðåîáëàäàåò ó äåòåé (Zu et al., 1994).

Î ö å í ê à ô ó í ê ö è î í à ë ü í î ã î ï î ò å í ö è à ë à
ñ å ð ä ö à. Äëÿ òîãî ÷òîáû ïîíÿòü, êàê ìåíÿåòñÿ ôóíêöèî-
íàëüíûé ïîòåíöèàë ñåðäöà, ìû èçìåðèëè äîëþ îòíîøå-
íèÿ ìàññû òåëà ê ìàññå ñåðäöà — èíäåêñ ñåðäöà. Õîòÿ
ýòîò ìåòîä íå ïîçâîëÿåò îöåíèòü âñå íåîáõîäèìûå ôóíê-
öèîíàëüíûå õàðàêòåðèñòèêè (âêëþ÷àÿ àðòåðèàëüíîå äàâ-
ëåíèå), îí ïðèîáðåòàåò âñå áîëüøåå ðñïðîñòðàíåíèå. Íå-
äàâíèå èññëåäîâàíèÿ ïîêàçàëè, ÷òî èíäåêñ ñåðäöà ïðÿìî
ïðîïîðöèîíàëåí îáúåìó ñåðäå÷íîãî âûáðîñà è èíòåíñèâ-
íîñòè ìåòàáîëèçìà è îáðàòíî ïðîïîðöèîíàëåí ÷àñòîòå
ïóëüñà (Bishop, Butler, 1995). Ïîêàçàíî òàêæå, ÷òî îòíîñè-
òåëüíàÿ ìàññà ñåðäöà ÿâëÿåòñÿ îñíîâíûì ôàêòîðîì, îãðà-
íè÷èâàþùèì ôóíêöèîíàëüíóþ ñïîñîáíîñòü îðãàíà (Bi-
shop, 1999).

Ï î ë ó ÷ å í è å è è ñ ñ ë å ä î â à í è å è ç î ë è ð î â à í -
í û õ ê à ð ä è î ì è î ö è ò î â. Èçîëèðîâàííûå êàðäèîìèî-
öèòû ïîëó÷àëè èç àïèêàëüíîé ÷àñòè ëåâîãî æåëóäî÷êà
ìåòîäîì ùåëî÷íîé äèññîöèàöèè (Anatskaya, Vinogradov,
2004à, 2004b). Äëÿ ýòîé öåëè êóñî÷êè, âçÿòûå èç àïèêàëü-
íîé ÷àñòè ëåâîãî æåëóäî÷êà, ìàññîé 25—30 ìã ôèêñèðî-
âàëè 10%-íûì ôîðìàëüäåãèäîì â òå÷åíèå 12 ÷, ïðîìûâà-
ëè ïîä ïðîòî÷íîé âîäîé â òå÷åíèå 24 ÷ è ïîìåùàëè íà
25 ìèí â 50%-íûé KOH ïðè 56 °C. Ïîñëå ùåëî÷íîé äèñ-
ñîöèàöèè êóñî÷êè òêàíè àêêóðàòíî ïðîìûâàëè â 3 ñìåíàõ
äèñòèëëèðîâàííîé âîäû è ïèïåòèðîâàëè â 10 ìë äèñòèë-
ëèðîâàííîé âîäû äî òåõ ïîð, ïîêà íå ïîëó÷àëè ãîìîãåí-
íóþ ñóñïåíçèþ. Êîíöåíòðàöèþ êëåòîê è ñòåïåíü èõ ïî-
âðåæäåíèÿ îöåíèâàëè ñ ïîìîùüþ ôàçîâî-êîíòðàñòíîãî
ìèêðîñêîïà. Çàòåì 5 êàïåëü ñóñïåíçèè ïîìåùàëè íà
ïðåäìåòíîå ñòåêëî, ñóøèëè íà âîçäóõå è ôèêñèðîâàëè àá-
ñîëþòíûì ìåòàíîëîì. Îò êàæäîãî æèâîòíîãî áûëî ïðîà-
íàëèçèðîâàíî íå ìåíåå 500 êàðäèîìèîöèòîâ.

Ïëîèäíîñòü êëåòîê îöåíèâàëè ïîñëå îêðàøèâàíèÿ
Hoechst 33258 â êîíöåíòðàöèè 20 ìêã/ìë â òå÷åíèå
15 ìèí. Êîëè÷åñòâåííûé àíàëèç èçîáðàæåíèé, ïîëó÷åí-
íûõ ñ ïîìîùüþ ìèêðîñêîïà Zeiss Axioskop, ñíàáæåííîãî
âèäåîêàìåðîé VarioCam (PCO Computer Optics GMBH),
ïðîâîäèëè ñ èñïîëüçîâàíèåì ïðîãðàììû VideoTest. Èç-
ìåíåíèå ôîðìû êàðäèîìèîöèòîâ (ò. å. îòíîøåíèå èõ äëè-
íû ê øèðèíå) òàêæå îöåíèâàëè ñ ïîìîùüþ ïðîãðàììû
VideoTest.

Ñðåäíèé óðîâåíü ïëîèäíîñòè êàðäèîìèîöèòîâ ðàñ-
ñ÷èòûâàëè ïî ôîðìóëå

PLD i ni= ⋅Σ ,

ãäå PLD — ñðåäíåå ÷èñëî ãåíîìîâ íà êëåòêó, ni — ÷èñëî
êàðäèîìèîöèòîâ i-òîãî êëàññà ïëîèäíîñòè.

Ýòàëîíîì äèïëîèäíîãî ñîäåðæàíèÿ ÄÍÊ ñëóæèëè
ñïëåíîöèòû òîãî æå æèâîòíîãî. Òàê êàê ó 2-íåäåëüíûõ
êðûñ ïðîïîðöèÿ êàðäèîìèîöèòîâ â S-ôàçå ñîñòàâëÿåò
1.5—2 % (Rumyantsev, 1977), ìû èñêëþ÷àëè ÿäðà ñ êîëè÷å-
ñòâîì ÄÍÊ, îòëè÷àþùèìñÿ îò êðàòíîãî ýòàëîííîìó áîëåå
÷åì íà 10 %, ðàññìàòðèâàÿ èõ êàê íàõîäÿùèåñÿ â S-ôàçå.

Äëÿ îïðåäåëåíèÿ ñîäåðæàíèÿ áåëêà â êàðäèîìèîöè-
òàõ ìàçêè èçîëèðîâàííûõ êëåòîê îêðàøèâàëè 0.1%-íûì
ðàñòâîðîì íàôòîëîâîãî æåëòîãî â 1%-íîé óêñóñíîé êèñ-
ëîòå â òå÷åíèå 30 ìèí è ïðîìûâàëè â òðåõ ñìåíàõ 1%-íîé
óêñóñíîé êèñëîòû è â òðåõ ñìåíàõ 100%-íîãî èçîáóòàíî-
ëà â òå÷åíèå 3 ñ ïðè êîìíàòíîé òåìïåðàòóðå (Anatskaya
et al., 2010). Ñîäåðæàíèå áåëêà îöåíèâàëè íà èçîáðàæåíè-
ÿõ êàðäèîìèîöèòîâ, ïîëó÷åííûõ ñ ïîìîùüþ ñâåòîâîãî
ìèêðîñêîïà Axio Scope (Carl Zeiss, Germany) è ïðîãðàì-
ìû ImageJ 1.40g (National Institute of Health, Maryland,
ÑØÀ). Äëÿ êàæäîãî æèâîòíîãî îöåíèâàëè íå ìåíåå
200 êëåòîê. Êàæäóþ êëåòêó îáðàáàòûâàëè 3 ðàçà ïî ïàðà-
ìåòðó «Mean Grey Value». Äàííûå ïðåäñòàâëåíû â âèäå
ñðåäíèõ çíà÷åíèé è èõ ñòàíäàðòíîé îøèáêè.

Ò î ò à ë ü í ó þ Ð Í Ê â û ä å ë ÿ ë è èç çàìîðîæåííûõ
ôðàãìåíòîâ àïèêàëüíîé ÷àñòè ëåâîãî æåëóäî÷êà ñåðäöà
ìàññîé 10—15 ìã ñ ïîìîùüþ ðåàãåíòà Trizol (Invitrogene,
ÑØÀ) â ñîîòâåòñòâèè ñ èíñòðóêöèåé ôèðìû-èçãîòîâèòå-
ëÿ èëè ïðîòîêîëà ñ èñïîëüçîâàíèåì ãóàíèäèíòèîöèàíàòà
(Chomczynski, Sacchi, 1987) c ìîäèôèêàöèåé (Ìàòâååâ,
2005; Matveev et al., 2007). Êà÷åñòâî âûäåëåííîé ÐÍÊ
îöåíèâàëè ïðè ïîìîùè ýëåêòðîôîðåçà â 1.5%-íîì àãàðîç-
íîì ãåëå, ñîäåðæàùåì 5 ìêã/ìë áðîìèñòîãî ýòèäèÿ â
TAE-áóôåðå (Sambrook et al., 1989). ×èñòîòó è ñîõðàí-
íîñòü ÐÍÊ îöåíèâàëè ïî ÷åòêîñòè ïîëîñ 18 è 28S ðèáîñî-
ìàëüíûõ ÐÍÊ, íàáëþäàåìûõ â óëüòðàôèîëåòîâîì ñâåòå.
Êîëè÷åñòâî âûäåëåííîé ÐÍÊ îöåíèâàëè ñïåêòðîôîòî-
ìåòðè÷åñêè ïî ïîãëîùåíèþ óëüòðàôèîëåòîâîãî ñâåòà ñ
äëèíîé âîëíû 260 íì (Sambrook et al., 1989). ÄÍÊ óäàëÿ-
ëè èç ïðåïàðàòà ÐÍÊ, îáðàáàòûâàÿ ïðåïàðàò ÄÍÊàçîé,
ñâîáîäíîé îò ÐÍÊàçû. Êàæäàÿ ðåàêöèîííàÿ ñìåñü îáúå-
ìîì 40 ìêë ñîäåðæàëà îêîëî 10 ìêã ÐÍÊ è 1 Åä. ÄÍÊàçû
(DNase RNase-free; Roche-Boehringer-Mannheim, Ôðàí-
öèÿ). Ðåàêöèþ ïðîâîäèëè ïðè êîìíàòíîé òåìïåðàòóðå â
òå÷åíèå 30 ìèí. Ðåàêöèîííóþ ñìåñü äåïðîòåèíèçèðîâàëè
ôåíîë-õëîðîôîðìîì, ÐÍÊ îñàæäàëè ýòàíîëîì (Sambrook
et al., 1989). Äëÿ ïîëó÷åíèÿ êÄÍÊ ïðîâîäèëè îáðàòíóþ
òðàíñêðèïöèþ ÐÍÊ ñ ïîìîùüþ íàáîðà ðåàêòèâîâ äëÿ
ñèíòåçà ïåðâîé öåïè êÄÍÊ Revert Aid òì (Fermentas, Ëèò-
âà). Êà÷åñòâî ñèíòåçèðîâàííîé êÄÍÊ ïðîâåðÿëè ìåòîäîì
ÏÖÐ. Îáðàçöû õðàíèëè ïðè –20 °Ñ.

À í à ë è ç ý ê ñ ï ð å ñ ñ è è H I F - 1 á ñ ï î ì î ù ü þ
Ï Ö Ð â ð å à ë ü í î ì â ð å ì å í è. Ïðàéìåðû êîíñòðóèðî-
âàëè ñ ïîìîùüþ ïðîãðàìì Primer3 è Primer designing
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Ïîñëåäîâàòåëüíîñòè èñïîëüçîâàííûõ ïðàéìåðîâ

Íàçâàíèå ãåíà Ïîñëåäîâàòåëüíîñòü
Òåìïåðàòóðà

ïëàâëåíèÿ, °Ñ

b-àêòèí Ïðÿìàÿ: 5R-CCACACCCGCCACCAGTTCG-3R 64

Îáðàòíàÿ: 5R-ACATGCCGGAGCCGTTGTCG-3R 64

Ãëèöåðàëüäåãèä-3-ôîñôàò-
äåãèäðîãåíàçà (GPDH)

Ïðÿìàÿ: 5R-GGGGGCTCTCTGCTCCTCCC-3R 66

Îáðàòíàÿ: 5R-CAGGCGTCCGATACGGCCAA-3R 63

Èíäóöèðóåìûé ãèïîêñèåé
ôàêòîð (HIF-1á)

Ïðÿìàÿ: 5R-CCCATCCATGTGACCATGAGG-3R 64

Îáðàòíàÿ: 5R-TCAGCACCAAGCACGTCATAGG-3R 64



(NCBI; http:/primer3.sourceforge.net/releases.php). Ñèíòåç
ïðàéìåðîâ çàêàçûâàëè â ôèðìå Ñèíòîë (ïîñëåäîâàòåëüíî-
ñòè ïðàéìåðîâ óêàçàíû â òàáë. 1). Êîëè÷åñòâåííóþ îöåíêó
òðàíñêðèïöèè ìÐÍÊ ïðîâîäèëè íà ñèñòåìå ABI PRISMÔ

7700 Sequence Detection System (Applied Biosystems, Foster-
City, ÑØÀ) ïîñëå ïðîâåðêè ýôôåêòèâíîñòè ÏÖÐ. Ýôôåê-
òèâíîñòü îöåíèâàëè ñ ïîìîùüþ ïîñòðîåíèÿ êàëèáðîâî÷íûõ
êðèâûõ äëÿ ãåíîâ HIF-1á, b-àêòèíà è ãëèöåðàëüäåãèä-3-
ôîñôàòäåãèäðîãåíàçû (Bustin et al., 2005). Äëÿ ýòîé öåëè äå-
ëàëè ñåðèþ ðàçâåäåíèé ìÐÍÊ, ïðîâîäèëè îáðàòíóþ òðàíñ-
êðèïöèþ, à çàòåì ÏÖÐ â ðåàëüíîì âðåìåíè (Bustin et al.,
2005; Huggett et al., 2005). Ïîëó÷åííûå êàëèáðîâî÷íûå êðè-
âûå îêàçàëèñü ïðàêòè÷åñêè ïàðàëëåëüíûìè äëÿ âñåõ ãåíîâ,
÷òî ïîäòâåðæäàåò ïðèìåðíî îäèíàêîâóþ ýôôåêòèâíîñòü
ÏÖÐ è ïîçâîëÿåò ïðèìåíèòü ìåòîä DÑt (Schmittgen, Livak,
2008) äëÿ îöåíêè ðàçëè÷èé â ýêñïðåññèè.

Ðåàêöèîííàÿ ñìåñü (25 ìêë) ñîäåðæàëà 0.5 ìêë ïðÿ-
ìîãî ïðàéìåðà, 0.5 ìêë îáðàòíîãî ïðàéìåðà, 1 ìêë
ê-ÄÍÊ-ìàòðèöû è 10 ìêë 10-êðàòíîãî êðàñèòåëÿ Power
SYBR green (Applied Biosystems, ÑØÀ). Êàæäóþ ðåàê-
öèþ ïðîâîäèëè 3 ðàçà â ñëåäóþùèõ óñëîâèÿõ: 5 ìèí ïðè
95 °C (äëÿ àêòèâàöèè ÄÍÊ-ïîëèìåðàçû), çàòåì 50 öèêëîâ
ïðè 95 °C â òå÷åíèå 15 ñ, ïðè 60 °C â òå÷åíèå 15 ñ è 72 °C
â òå÷åíèå 50 ñ. Óðîâåíü ýêñïðåññèè ãåíà HIF-1á (NCBI
Gene ID 29560) íîðìàëèçîâàëè ïî óðîâíþ ýêñïðåññèè ãå-
íîâ äîìàøíåãî õîçÿéñòâà — b-àêòèíà (Aktß, NCBI Gene
ID 81822) è ãëèöåðàëüäåãèä-3-ôîñôàòäåãèäðîãåíàçû
(GABDH, NCBI Gene ID 24383) ñ ïîìîùüþ ìåòîäà DDCt
(Schmittgen, Livak, 2008).

Ðåçóëüòàòû

Ê ð è ï ò î ñ ï î ð è ä è î ç ï ð è â î ä è ò ê ç à ì å ä ë å -
í è þ ð î ñ ò à è ñ í è æ å í è þ è í ä å ê ñ à ñ å ð ä ö à. Íà
5-å ñóò ïîñëå çàðàæåíèÿ êðèïòîñïîðèäèîçîì êðûñÿòà äå-

ìîíñòðèðîâàëè íåáîëüøîå çàìåäëåíèå ðîñòà (ðèñ. 1, à) è
çíà÷èòåëüíóþ àòðîôèþ ñåðäöà (ðèñ. 1, á). Íàèáîëåå ñèëü-
íî âëèÿíèå çàáîëåâàíèÿ ïðîÿâëÿëîñü â ìëàäøèõ ãðóïïàõ
ñ åùå íå óñòàíîâèâøåéñÿ èììóííîé ñèñòåìîé. Äîñòîâåð-
íûå ðàçëè÷èÿ â ìàññå òåëà ìåæäó ýêñïåðèìåíòàëüíûìè è
êîíòðîëüíûìè æèâîòíûìè îäíîãî âîçðàñòà áûëè çàðåãè-
ñòðèðîâàíû òîëüêî äëÿ 10 ìëàäøèõ ãðóïï (Mann—Whit-
ney, P < 0.03). Â òî æå âðåìÿ ðàçëè÷èÿ â èíäåêñå ñåðäöà
îêàçàëèñü âûñîêî äîñòîâåðíûìè äëÿ æèâîòíûõ âñåõ âîç-
ðàñòîâ. Ïðè ýòîì îò ìëàäøåé ãðóïïû ê ñòàðøåé ðàçíèöà â
èíäåêñå ñåðäöà ìåæäó îïûòîì è êîíòðîëåì óìåíüøèëàñü
îò 49 (Mann—Whitney, P < 0.001) äî 6 (P < 0.01) %.

Ê ð è ï ò î ñ ï î ð è ä è î ç ñ â ÿ ç à í ñ è ç á û ò î ÷ í î é
ï î ë è ï ë î è ä è ç à ö è å é ê à ð ä è î ì è î ö è ò î â. Â ðàçíûõ
âîçðàñòíûõ ãðóïïàõ âëèÿíèå êðèïòîñïîðèäèîçà íà ïëîèä-
íîñòü êàðäèîìèîöèòîâ ïðîÿâëÿëîñü ïî-ðàçíîìó. Ó æè-
âîòíûõ ïÿòè ìëàäøèõ ãðóïï, çàðàæåííûõ â âîçðàñòå
1—5 ñóò è âçÿòûõ â îïûò â âîçðàñòå 5—9 ñóò, áûëà îòìå-
÷åíà áîëåå ñëàáàÿ ïîëèïëîèäèçàöèÿ, ÷åì ó êîíòðîëüíûõ
êðûñÿò. Òàêæå áûëî çàðåãèñòðèðîâàíî çàìåòíîå êîëè÷å-
ñòâî êëåòîê ñ ïèêíîòè÷íûìè èëè ôðàãìåíòèðîâàííûìè
ÿäðàìè (îò 3 äî 6 %), ÷òî ñâèäåòåëüñòâîâàëî î ãèáåëè êàð-
äèîìèîöèòîâ ïóòåì àïîïòîçà èëè íåêðîçà.

Â êàðäèîìèîöèòàõ æèâîòíûõ ñëåäóþùèõ ÷åòûðåõ
âîçðàñòíûõ ãðóïï (ò. å. 10—13-ñóòî÷íîãî âîçðàñòà) â îò-
âåò íà êðèïòîñïîðèäèîç, íàïðîòèâ, ïðîèñõîäèëà èçáû-
òî÷íàÿ ïîëèïëîèäèçàöèÿ (òàáë. 2; ðèñ. 2). Ó ýòèõ æèâîò-
íûõ ñðåäíÿÿ ïëîèäíîñòü êëåòîê ñîñòàâëÿëà îêîëî 5.5 ãå-
íîìà íà êëåòêó, â òî âðåìÿ êàê â êîíòðîëå ýòà âåëè÷èíà íå
ïðåâûøàëà 3.5 ãåíîìà. Òàêîå èíòåíñèâíîå íàêîïëåíèå
ïðîèñõîäèëî â îñíîâíîì èç-çà ïîÿâëåíèÿ îêòàïëîèäíûõ
êëåòîê ñ îäíèì îêòàïëîèäíûì, äâóìÿ òåòðàïëîèäíûìè
èëè ÷åòûðüìÿ äèïëîèäíûìè ÿäðàìè (òàáë. 2; ðèñ. 2).
Ñóììàðíàÿ äîëÿ îêòàïëîèäíûõ êëåòîê ó ìíîãèõ æèâîò-
íûõ ïðåâûøàëà 20 % (òàáë. 2). Ìû òàêæå îáíàðóæèëè íå-
áîëüøîå êîëè÷åñòâî (îêîëî 1 %) êëåòîê ñ 16 ãåíîìàìè
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Ðèñ. 1. Ñíèæåíèå ìàññû òåëà è èíäåêñà ñåðäöà êðûñ ðàçíîãî âîçðàñòà íà 5-å ñóò ïîñëå çàðàæåíèÿ Cryptosporidium parvum.

à — ñíèæåíèå ìàññû òåëà êðûñ, á — ñíèæåíèå îòíîñèòåëüíîé ìàññû ñåðäöà êðûñ, â % îò ìàññû òåëà. Ñâåòëûå ñèìâîëû — êîíòðîëü, òåìíûå — îïûò.
Ïðåäñòàâëåíû çíà÷åíèÿ X ± SX äëÿ 3—6 æèâîòíûõ.



(ðèñ. 2, 3). Ó êîíòðîëüíûõ æèâîòíûõ èç ñîîòâåòñòâóþ-
ùèõ âîçðàñòíûõ ãðóïï äîëÿ êëåòîê ñ òåòðàïëîèäíûìè ÿä-
ðàìè íå ïðåâûøàëà 2 %, à êëåòîê ñ 8 è 16 ãåíîìàìè íàé-
äåíî íå áûëî.

Ó æèâîòíûõ, âçÿòûõ â îïûò íà 14-å ñóò ïîñëå ðîæäå-
íèÿ, íàáëþäàëîñü çíà÷èòåëüíîå îñëàáëåíèå âëèÿíèÿ
êðèïòîñïîðèäèîçà íà ïëîèäíîñòü êëåòîê (ðèñ. 2). Ñ óâå-
ëè÷åíèåì âîçðàñòà ýòà òåíäåíöèÿ óñèëèâàëàñü, òàê ÷òî ó
êðûñÿò èç ñàìûõ ñòàðøèõ âîçðàñòíûõ ãðóïï, âçÿòûõ â
îïûò íà 22—26-å ñóò, ïëîèäíîñòü êàðäèîìèîöèòîâ áûëà
òàêîé æå, êàê â êîíòðîëå, è ñîñòàâèëà îêîëî 3.8 ãåíîìà íà
êëåòêó (ðèñ. 2).

Ýòè äàííûå ïîêàçûâàþò, ÷òî êðèïòîñïîðèäèîç îêàçû-
âåò íàèáîëåå ñèëüíîå âëèÿíèå íà ïëîèäíîñòü êàðäèîìèî-
öèòîâ ó æèâîòíûõ 10—13-ñóòî÷íîãî âîçðàñòà, êîòîðûå
áûëè çàðàæåíû îîöèñòàìè êðèïòîñïîðèäèé íà 6—9-å ñóò
ïîñëå ðîæäåíèÿ ñîîòâåòñòâåííî. Â áîëåå ñòàðøèõ âîçðà-
ñòíûõ ãðóïïàõ âëèÿíèå çàáîëåâàíèÿ íà ïëîèäíîñòü êëå-
òîê ðåçêî îñëàáåâàåò, ïðîïàäàÿ âîâñå ê 18 ñóò.

Ê ð è ï ò î ñ ï î ð è ä è î ç à ñ ñ î ö è è ð î â à í ñ ó ñ è ë å -
í è å ì ý ê ñ ï ð å ñ ñ è è H I F - 1 á í à ó ð î â í å ì Ð Í Ê. Äëÿ
òîãî ÷òîáû âûÿñíèòü, ñîïðîâîæäàåòñÿ ëè êðèïòîñïîðèäè-
îç óñèëåíèåì àêòèâíîñòè îñíîâíîãî ðåãóëÿòîðà êëåòî÷-
íîãî îòâåòà íà ãèïîêñè÷åñêèé ñòðåññ — HIF-1á, ìû îöå-

Ðåìîäåëèðîâàíèå êàðäèîìèîöèòîâ êðûñû ïîñëå íåîíàòàëüíîãî êðèïòîñïîðèäèîçà. II 613

Ò à á ë è ö à 2

Ïðîöåíòíîå ñîîòíîøåíèå êàðäèîìèîöèòîâ ðàçíûõ êëàññîâ ïëîèäíîñòè ó çàðàæåííûõ
è êîíòðîëüíûõ æèâîòíûõ (ñðåäíåå � îøèáêè ñðåäíåãî)

Âîçðàñò
ïðè çàðà-

æåíèè, ñóò

Âîçðàñò
ïðè ýêñïå-

ðèìåíòå, ñóò
N

Êëàññû ïëîèäíîñòè êàðäèîìèîöèòîâ

2c (2ñ�2)+4c (2c�4)+(4c�2)+8c (8c�2)+16cà

Ê î í ò ð î ë ü í û å æ è â î ò í û å

1 5 4 64.9 � 0.8 35.1 � 1.9 — —

2 6 4 58.5 � 0.9 41.5 � 1.1 — —

3 7 4 54.5 � 1.3 45.5 � 2.2 — —

4 8 4 53.3 � 1.0 46.7 � 3.2 — —

5 9 4 35.7 � 1.2 64.3 � 2.8 — —

6 10 4 32.3 � 1.1 67.5 � 1.8 0.2 � 0 —

7 11 3 25.7 � 0.9 73.8 � 3.2 0.5 � 0 —

8 12 4 23.4 � 0.9 75.4 � 2.9 1.2 � 0.2 —

9 13 3 21.8 � 1.1 75.8 � 2.7 2.4 � 0.4 —

10 14 4 19.4 � 1.0 77.0 � 1.6 3.6 � 0.3 —

11 15 4 19.1 � 1.2 77.3 � 1.9 3.6 � 0.4 —

12 16 4 18.3 � 0.7 77.8 � 3.0 3.9 � 0.5 —

14 18 3 17.1 � 0.9 78.8 � 1.7 4.1 � 0.4 —

16 20 3 16.7 � 1.4 79 � 1.8 4.3 � 0.7 —

18 22 3 14.5 � 1.3 81.1 � 2.3 4.0 � 0.6 —

20 24 3 15.4 � 1.7 80.4 � 2.1 4.2 � 0.3 —

22 26 3 14.7 � 1.5 81.2 � 1.9 4.1 � 0.2 —

Ç à ð à æ å í í û å æ è â î ò í û å

1 5 5 89.7 � 3.8 11.3 � 1.4 — —

2 6 5 81.7 � 4.3 18.3 � 1.8 — —

3 7 5 73.3 � 4.6 26.7 � 1.7 — —

4 8 6 66.7 � 2.3 33.3 � 1.5 — —

5 9 6 54.3 � 2.1 45.7 � 2.6 — —

6 10 5 10.7 � 0.9 67.6 � 1.9 21.4 � 1.4 0.30 � 0.01

7 11 6 5.4 � 0.4 64.2 � 2.3 29.5 � 1.1 0.90 � 0.04

8 12 5 7.2 � 0.2 64.8 � 2.8 27.4 � 1.0 0.60 � 0.02

9 13 6 10.5 � 1.1 64.9 � 2.1 24.1 � 1.2 0.50 � 0.01

10 14 6 11.2 � 1.2 69.3 � 2.3 19.5 � 1.2 —

11 15 5 12.3 � 1.4 69.7 � 3.2 18.0 � 0.5 —

12 16 6 15.2 � 0.9 71.4 � 2.4 13.4 � 0.9 —

14 18 6 15.7 � 1.3 73.0 � 3.7 11.3 � 1.3 —

16 20 5 15.8 � 1.4 74.4 � 4.3 9.8 � 1.1 —

18 22 6 16.5 � 1.5 77.9 � 3.1 5.6 � 0.5 —

20 24 5 15.3 � 1.8 79.8 � 3.9 3.9 � 0.6 —

22 26 5 14.1 � 1.6 81.4 � 1.9 4.5 � 0.5 —

Ï ð è ì å ÷ à í è å. N — ÷èñëî èññëåäîâàííûõ æèâîòíûõ. à Âûñîêîïîëèïëîèäíûå êëåòêè çàðàæåííûõ æèâîòíûõ,
îòñóòñòâóþùèå â êîíòðîëå (2ñ�4)+(4ñ�2)+8 è (8ñ�2)+16ñ.



íèëè ýêñïðåññèþ ýòîãî òðàíñêðèïöèîííîãî ôàêòîðà íà
óðîâíå ìÐÍÊ ó 10-, 13- è 18-ñóòî÷íûõ æèâîòíûõ.

Ðåçóëüòàòû, ïîëó÷åííûå ìåòîäîì ÏÖÐ â ðåàëüíîì
âðåìåíè ñ èñïîëüçîâàíèåì äâóõ âíóòðåííèõ êîíòðîëåé
(b-àêòèíà è ãëèöåðàëüäåãèä-3-ôîñôàòäåãèäðîãåíàçû), ïî-
êàçàëè, ÷òî êðèïòîñïîðèäèîç àññîöèèðîâàí ñ óìåðåííûì
ïîâûøåíèåì ýêñïðåññèè HIF-1á âî âñåõ âîçðàñòíûõ
ãðóïïàõ è ÷òî âëèÿíèå çàáîëåâàíèÿ ñíèæàåòñÿ ñ óâåëè-
÷åíèåì âîçðàñòà æèâîòíûõ (ðèñ. 5, à, á). Ñàìûå ñóùåñò-
âåííûå èçìåíåíèÿ — íà 31—58 % — áûëè îáíàðóæåíû ó
10- è 13-ñóòî÷íûõ êðûñ (Mann—Whitney, P < 0.01 ïî
ñðàâíåíèþ ñ îáîèìè êîíòðîëÿìè) (ðèñ. 5, à—â), â òî âðå-
ìÿ êàê ó ñàìûõ ñòàðøèõ æèâîòíûõ 18-ñóòî÷íîãî âîçðàñòà
ïîâûøåíèå óðîâíÿ ìÐÍÊ ñîñòàâèëî âñåãî 7—9 %
(Mann—Whitney, P < 0.05 ïî ñðàâíåíèþ ñ îáîèìè âíóò-
ðåííèìè êîíòðîëÿìè). Èíòåðåñíî îòìåòèòü, ÷òî èçìåíå-
íèÿ ïëîèäíîñòè êàðäèîìèîöèòîâ, âûçâàííûå êðèïòîñïî-
ðèäèîçîì, òàêæå çíà÷èòåëüíî ñèëüíåå âûðàæåíû â ìëàä-
øèõ âîçðàñòíûõ ãðóïïàõ ïî ñðàâíåíèþ ñî ñòàðøèìè
(ðèñ. 2; 4, â).

Ê ð è ï ò î ñ ï î ð è ä è î ç â û ç û â à å ò ð å ì î ä å ë è ð î -
â à í è å ô î ð ì û è à ò ð î ô è þ ê à ð ä è î ì è î ö è ò î â.
Ìîðôîìåòðè÷åñêèé àíàëèç ïîêàçàë, ÷òî êðèïòîñïîðè-
äèîç àññîöèèðîâàí ñ óäëèíåíèåì è ñóæåíèåì êàðäèîìèî-
öèòîâ, à òàêæå ñî ñíèæåíèåì â íèõ êîëè÷åñòâà áåëêà
(ðèñ. 4—6). Âëèÿíèå êðèïòîñïîðèäèîçà íà èçìåíåíèå
ôîðìû êàðäèîìèîöèòîâ ñòàíîâèëîñü ìåíåå âûðàæåí-
íûì ñ óâåëè÷åíèåì âîçðàñòà æèâîòíûõ. Ïðè ýòîì óìåíü-
øåíèå èíòåíñèâíîñòè èçìåíåíèé ïðîèñõîäèëî ïîñòåïåí-
íî. Ñîîòíîøåíèå äëèíû è øèðèíû êàðäèîìèîöèòîâ ó
êðûñÿò èç ñàìîé ìëàäøåé ãðóïïû ïî÷òè âäâîå ïðåâûøà-
ëî êîíòðîëüíîå çíà÷åíèå (8.81 � 0.11 â ýêñïåðèìåíòå è

4.57 � 0.08 â êîíòðîëå; Mann—Whitney, P < 0.005), à ñî-
äåðæàíèå îáùåãî áåëêà ñíèçèëîñü áîëåå ÷åì íà 40 %
(ðèñ. 4—6). Â òî æå âðåìÿ ó æèâîòíûõ èç ñàìîé ñòàðøåé
ãðóïïû îòíîøåíèå äëèíû è øèðèíû êëåòîê áûëî ïðè-
ìåðíî íà 25 % áîëüøå, ÷åì â êîíòðîëå (7.1 � 0.13 â ýêñ-
ïåðèìåíòå è 5.4 � 0.04 â êîíòðîëå; Mann—Whitney,
P < 0.01), à ñîäåðæàíèå îáùåãî áåëêà ñíèçèëîñü âñåãî íà
12 % (Mann—Whitney, P < 0.01) (ðèñ. 4—6).

Ñíèæåíèå êîëè÷åñòâà áåëêà â êàðäèîìèîöèòàõ ïðè-
âåëî ê óâåëè÷åíèþ ñîîòíîøåíèÿ ÄÍÊ : áåëîê â êëåòêå.
Ãèïåðïîëèïëîèäèÿ çíà÷èòåëüíî óñèëèëà ýòîò ýôôåêò.
Íàèáîëåå ñèëüíûå èçìåíåíèÿ ïðîèçîøëè ó æèâîòíûõ
èç ïÿòè ìëàäøèõ ãðóïï. Ó ýòèõ æèâîòíûõ êîëè÷åñò-
âî áåëêà â ðàñ÷åòå íà ãåíîì óìåíüøèëîñü áîëåå ÷åì â
2 ðàçà (ðèñ. 3). Ðàçíèöà â êîëè÷åñòâå áåëêà, ïðèõîäÿ-
ùåãîñÿ íà ãåíîì, ó êðûñÿò èç ìëàäøåé è ñòàðøåé
ãðóïï âàðüèðîâàëà îò 280 äî 18 % (Mann—Whitney,
P < 0.0001 äëÿ ïÿòè ìëàäøèõ ãðóïï, P < 0.001 äëÿ îñòàëü-
íûõ ãðóïï).

Îáñóæäåíèå

Èññëåäîâàíèå âçàèìîñâÿçè ãàñòðîýíòåðèòà è ïàòîëî-
ãè÷åñêèõ èçìåíåíèé â ñåðäöå ìîæåò ñïîñîáñòâîâàòü âû-
ÿñíåíèþ íîâûõ ôàêòîðîâ ïàòîãåíåçà ñåðäå÷íî-ñîñóäè-
ñòûõ çàáîëåâàíèé. Äî íàñòîÿùåãî âðåìåíè ýòîìó âîïðîñó
ïðàêòè÷åñêè íå áûëî óäåëåíî âíèìàíèÿ. Áîëåå òîãî, äàí-
íûå ìåäèöèíñêîé ñòàòèñòèêè, ïîäòâåðæäàþùèå ñóùåñò-
âîâàíèå âçàèìîñâÿçè ìåæäó ïàòîëîãèåé æåëóäî÷íî-êè-
øå÷íîé è ñåðäå÷íî-ñîñóäèñòîé ñèñòåì (Segall, 2008), âû-
çûâàëè ëèøü ñêåïòè÷åñêèå êîììåíòàðèè (Al-Delaimy,
2008; Elwood, 2008). Ôèçèîëîãè îòêàçûâàëèñü âîñïðèíè-
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Ðèñ. 2. Óâåëè÷åíèå ñðåäíåé ïëîèäíîñòè êàðäèîìèîöèòîâ êðûñ
ðàçíîãî âîçðàñòà íà 5-å ñóò ïîñëå çàðàæåíèÿ êðèïòîñïîðèäèî-

çîì.

Âèäíû îñîáåííî ñèëüíîå ïîâûøåíèå ïëîèäíîñòè ó 10-, 11-, 12- è 13-ñó-
òî÷íûõ æèâîòíûõ (ò. å. çàðàæåííûõ íà 6, 7, 8 è 9-å ñóò ïîñëå ðîæäåíèÿ) è
ðåçêîå îñëàáëåíèå îòâåòà ó æèâîòíûõ, âçÿòûõ â îïûò íà 14-å ñóò ïîñëå
ðîæäåíèÿ (ò. å. çàðàæåííûõ â 10-ñóòî÷íîì âîçðàñòå). Ñâåòëûå ñèìâî-
ëû — êîíòðîëü, òåìíûå — îïûò. Ïðåäñòàâëåíû çíà÷åíèÿ X ± SX äëÿ

3—6 æèâîòíûõ.

Ðèñ. 3. Èçáûòî÷íàÿ ïîëèïëîèäèçàöèÿ êàðäèîìèîöèòîâ ïîñëå
íåîíàòàëüíîãî êðèïòîñïîðèäèîçà ó æèâîòíîãî, çàðàæåííîãî

íà 8-å ñóò è âçÿòîãî â îïûò íà 12-å ñóò ïîñëå ðîæäåíèÿ.

à — êëåòêè çàðàæåííîãî æèâîòíîãî; âèäíû êàðäèîìèîöèòû ñ äâóìÿ îê-
òàïëîèäíûìè ÿäðàìè. á, â — êàðäèîìèîöèòû êîíòðîëüíîãî æèâîòíîãî
òàêîãî æå âîçðàñòà; êëåòêè ñ äèïëîèäíûìè ÿäðàìè. Îêðàñêà ÿäåð — Ho-
echst 33258, ïîäñâåòêà — ïðîõîäÿùèé ñâåò è ëþìèíåñöåíöèÿ, ôàçîâûé

êîíòðàñò. Óâåë. 400�.



ìàòü âñåðüåç ýïèäåìèîëîãè÷åñêèå èññëåäîâàíèÿ äî òåõ
ïîð, ïîêà íå áóäóò âûÿâëåíû ìåõàíèçìû âçàèìîñâÿçè (El-
wood, 2008).

Ïåðâûå óñïåõè â èçó÷åíèè âëèÿíèÿ ãàñòðîýíåòåðèòà
íà ñåðäöå áûëè äîñòèãíóòû íåäàâíî — â 2010—2011 ãã.,
êîãäà áûëà îáíàðóæåíà ÷åòêàÿ âçàèìîñâÿçü ìåæäó âîñïà-
ëåíèåì êèøå÷íèêà, íå çàòðàãèâàþùèì ñåðäöå (ò. å. áåç
ìèîêàðäèòà), è íàðóøåíèåì Q- è T-ïèêîâ ýëåêòðîêàðäèî-
ãðàììû, óêàçûâàþùèõ íà òàõèàðèòìèþ (Curione et al.,
2010). Áûëî òàêæå ïîêàçàíî, ÷òî ñîñòàâ êèøå÷íîé ìèêðî-
ôëîðû è åå ìåòàáîëèòîâ âëèÿåò íà ðèñê ðàçâèòèÿ àòåðîñê-
ëåðîçà (Wang et al., 2011). Òåì íå ìåíåå êëåòî÷íûå è ìî-
ëåêóëÿðíûå ìåõàíèçìû âëèÿíèÿ ãàñòðîýíòåðèòà íà ñåðä-
öå äî ñèõ ïîð îñòàþòñÿ íåâûÿñíåííûìè.

Îäíîé èç âàæíûõ ïðè÷èí ñëàáîé èçó÷åííîñòè ïóñêî-
âûõ ôàêòîðîâ äèñôóíêöèè ñåðäöà, ñâÿçàííîé ñ ãàñòðîýí-
òåðèòîì, ÿâëÿåòñÿ òðóäíîñòü ïðè âûáîðå ýêñïåðèìåíòàëü-
íîé ìîäåëè, ïîçâîëÿþùåé óïðàâëÿòü òÿæåñòüþ çàáîëåâà-
íèÿ è òî÷íî óñòàíàâëèâàòü âðåìÿ åãî îêîí÷àíèÿ (Curione
et al., 2010). Ðàçðàáîòàííàÿ íàìè ìîäåëü íåîíàòàëüíîãî
êðèïòîñïîðèäèîçà äàåò âîçìîæíîñòü ðåãóëèðîâàòü èíòåí-
ñèâíîñòü çàðàæåíèÿ (âàðüèðîâàíèåì êîëè÷åñòâà ââîäè-

ìûõ â îðãàíèçì îîöèñò) è òî÷íî óñòàíàâëèâàòü âðåìÿ
ïîëíîãî âûçäîðîâëåíèÿ æèâîòíûõ (Áåéåð è äð., 2002;
Àíàöêàÿ è äð., 2010).

Îñíîâíûì ðåçóëüòàòîì íàøåé ðàáîòû ÿâëÿåòñÿ îá-
íàðóæåíèå ñâÿçè íåîíàòàëüíîãî êðèïòîñïîðèäèîçíîãî ãà-
ñòðîýíòåðèòà ñ àòðîôèåé ñåðäöà è ðåìîäåëèðîâàíèåì
êàðäèîìèîöèòîâ, çàòðàãèâàþùèì è ÿäðî, è öèòîïëàçìó.
Ðåìîäåëèðîâàíèå ÿäðà ïðîÿâëÿåòñÿ â ãèïåðïîëèïëîèäè-
çàöèè, à ðåìîäåëèðîâàíèå öèòîïëàçìû — â ñóæåíèè, óä-
ëèíåíèè è àòðîôèè êëåòîê. Â ðåçóëüòàòå öèòîïëàçìà, êî-
òîðàÿ â êëåòêàõ çäîðîâûõ æèâîòíûõ çàïîëíåíà ìèîôèá-
ðèëëàìè, â êëåòêàõ ïåðåáîëåâøèõ îñîáåé ñîäåðæèò
äîïîëíèòåëüíûå èëè óâåëè÷åííûå ÿäðà âìåñòî ìèîôèá-
ðèëë. Êðîìå òîãî, ìû ïîêàçàëè, ÷òî ïðè êðèïòîñïîðèäèî-
çå ïîâûøàåòñÿ ýêñïðåññèÿ òðàíñêðèïöèîííîãî ôàêòîðà
HIF-1á. Âûÿâëåííûå èçìåíåíèÿ ÿâëÿþòñÿ îáùåïðèíÿòû-
ìè ìàðêåðàìè ïàòîëîãèé ñåðäöà.

Óäëèíåíèå, ñóæåíèå è ãèïåðïîëèïëîèäèçàöèÿ êàð-
äèîìèîöèòîâ ÷àñòî ñîïðîâîæäàþò ãèïåðòîíèþ, èíôàðêò
ìèîêàðäà, èøåìè÷åñêóþ áîëåçíü ñåðäöà, òàõèàðèòìèþ è
íåêîòîðûå âðîæäåííûå ïàòîëîãèè, ñâÿçàííûå ñ ïåðåãðóç-
êîé ñåðäöà (Ìàðòûíîâà è äð., 1983; Rumyantsev et al.,

Ðåìîäåëèðîâàíèå êàðäèîìèîöèòîâ êðûñû ïîñëå íåîíàòàëüíîãî êðèïòîñïîðèäèîçà. II 615

Ðèñ. 4. Óñèëåíèå ýêñïðåññèè òðàíñ-
êðèïöèîííîãî ôàêòîðà HIF-1a â êàð-
äèîìèîöèòàõ êðûñ ðàçíîãî âîçðàñòà
íà 5-å ñóò ïîñëå çàðàæåíèÿ êðèïòî-

ñïîðèäèîçîì.

Óðîâíè ìÐÍÊ HIF-1a îòíîñèòåëüíî b-àê-
òèíà (à) è îòíîñèòåëüíî ãëèöåðàëüäå-
ãèä-3-ôîñôàòäåãèäðîãåíàçû (á). â — ïðî-
öåíòíîå ñîîòíîøåíèå óðîâíÿ ìÐÍÊ HIF-1a
ó çàðàæåííûõ è êîíòðîëüíûõ æèâîòíûõ.
Ïðåäñòàâëåíû çíà÷åíèÿ X ± SX äëÿ 3 æè-
âîòíûõ. * P < 0.01, ** P < 0.001 ïî ñðàâíå-

íèþ ñ êîíòðîëåì.



1990; Kellerman et al., 1992; Åðîõèíà è äð., 1995, 1997;
Øëÿõòî è äð., 2007).

Ïîâûøåíèå óðîâíÿ ìÐÍÊ ãåíà HIF-1á â êàðäèîìèî-
öèòàõ õàðàêòåðíî äëÿ äëèòåëüíîé, ïî êðàéíåé ìåðå áîëåå
1 ñóò, ãèïîêñèè, ñâÿçàííîé ñ èøåìèåé, òàõèàðèòìèåé
èëè àòðîôèåé ñåðäöà (Görlach, 2009). È õîòÿ íàéäåí-

íûå íàìè ðàçëè÷èÿ â ýêñïðåññèè HIF-1á ìåæäó áîëüíûìè
è çäîðîâûìè æèâîòíûìè ñîñòàâëÿþò âñåãî 9—58 % (â çà-
âèñèìîñòè îò âîçðàñòà æèâîòíûõ ïðè çàðàæåíèè), âñå æå
îíè ìîãóò áûòü ñóùåñòâåííûìè, ïîòîìó ÷òî òðàíñêðèï-
öèîííûå ôàêòîðû ýêñïðåññèðóþòñÿ ñëàáî è ïðèñóòñò-
âóþò â êëåòêàõ â êîëè÷åñòâå âñåãî íåñêîëüêèõ ñîòåí

616 Î. Â. Àíàöêàÿ, Í. Â. Ñèäîðåíêî è äð.

Ðèñ. 5. Óäëèíåíèå, ñóæåíèå è àòðîôèÿ êàðäèîìèîöèòîâ êðûñ ðàçíîãî âîçðàñòà íà 5-å ñóò ïîñëå çàðàæåíèÿ êðèïòîñïîðèäèîçîì.

à — îòíîøåíèå äëèíû êàðäèîìèîöèòîâ ê øèðèíå (òåìíûå ñèìâîëû — êîíòðîëü, ñâåòëûå ñèìâîëû — îïûò); á — îòíîøåíèå ñîäåðæàíèÿ îáùåãî áåë-
êà â êàðäèîìèîöèòàõ êîíòðîëüíûõ è ïåðåáîëåâøèõ æèâîòíûõ; â — ñîäåðæàíèå áåëêà â ðàñ÷åòå íà äèïëîèäíûé ãåíîì ó êîíòðîëüíûõ (òåìíûå ñòîëá-

öû) è çàðàæåííûõ (ñâåòëûå ñòîëáöû) æèâîòíûõ. Ïðåäñòàâëåíû çíà÷åíèÿ X ± SX äëÿ 3—6 æèâîòíûõ.

Ðèñ. 6. Ðåìîäåëèðîâàíèå êàðäèîìèîöèòîâ ïîñëå íåîíàòàëüíîãî êðèïòîñïîðèäèîçà ó êðûñû, çàðàæåííîé íà 8-å ñóò è âçÿòîé â
îñòðûé îïûò íà 12-å ñóò ïîñëå ðîæäåíèÿ.

à — êëåòêè çàðàæåííîãî æèâîòíîãî (âèäíû óçêèå è óäëèíåííûå êàðäèîìèîöèòû); á, â — êàðäèîìèîöèòû êîíòðîëüíîãî æèâîòíîãî òàêîãî æå âîçðàñòà
(âèäíû áîëåå øèðîêèå è êîðîòêèå êëåòêè). Îêðàñêà — íàôòîëîâûé æåëòûé, ïðîõîäÿùèé ñâåò. Óâåë. 200�.



èëè äàæå íåñêîëüêèõ äåñÿòêîâ ìîëåêóë (Ideker et al.,
2011). Ýòî îçíà÷àåò, ÷òî îòíîñèòåëüíî íåáîëüøîå ïîâû-
øåíèå êîëè÷åñòâà ìÐÍÊ HIF-1á ìîæåò ïðèâåñòè ê äèñðå-
ãóëÿöèè ïî÷òè 200 åãî ãåíîâ-ìèøåíåé (Semenza, 2011,
2012).

Ðåçóëüòàòû íàøèõ íåäàâíèõ èññëåäîâàíèé òàêæå ñâè-
äåòåëüñòâóþò î òîì, ÷òî ïðè êðèïòîñïîðèäèîçå ïðîèñõî-
äÿò ôèçèîëîãè÷åñêèå èçìåíåíèÿ, õàðàêòåðíûå äëÿ ïîâû-
øåíîé ýêñïðåññèè HIF-1á â êàðäèîìèîöèòàõ. Ýòî ïðîÿâ-
ëÿåòñÿ â çàìåùåíèè öåïè áûñòðîãî a-ìèîçèíà ñ âûñîêîé
ÀÒÔàçíîé àêòèâíîñòüþ òÿæåëîé öåïüþ ìåäëåííîãî
b-ìèîçèíà ñ íèçêîé ÀÒÔàçíîé àêòèâíîñòüþ (Àíàöêàÿ
è äð., 2011). Òàêîå çàìåùåíèå íå òîëüêî ïîäòâåðæäàåò
òîò ôàêò, ÷òî ìèîôèáðèëëàì ïðèõîäèòñÿ îáåñïå÷èâàòü
ñîêðàùåíèå â óñëîâèÿõ ãèïîêñèè (Lowes et al., 1997; Had-
dad et al., 2006), íî è ñâèäåòåëüñòâóåò î ïîíèæåííîé àê-
òèâíîñòè êàëüöèåâîé ÀÒÔàçû ñàðêîïëàçìàòè÷åñêîãî ðå-
òèêóëóìà (SERCA), äëÿ êîòîðîé HIF-1á ÿâëÿåòñÿ ïðÿìûì
ñóïðåññîðîì (Bekeredjian et al., 2010; Kuschel et al., 2012).
Òàêæå ìû ïîêàçàëè, ÷òî êðèïòîñïîðèäèîç àññîöèèðîâàí ñ
óâåëè÷åíèåì ýêñïðåññèè áåëêà òåïëîâîãî øîêà Hsp70
(Àíàöêàÿ è äð., 2004), äëÿ êîòîðîãî HIF-1á âûñòóïàåò ïî-
çèòèâíûì ðåãóëÿòîðîì (Horowitz, 2010).

Ñäâèãàÿ âðåìÿ çàðàæåíèÿ îîöèñòàìè êðèïòîñïîðèäèé
ïîñóòî÷íî íà ïðîòÿæåíèè 1-ãî ìåñ æèçíè êðûñû (ñîñòàâ-
ëÿþùåãî ïðèìåðíî ïîëîâèíó ïåðèîäà ïîñòíàòàëüíîãî
îíòîãåíåçà äî äîñòèæåíèÿ ïîëîâîçðåëîñòè), ìû óñòàíî-
âèëè, ÷òî âëèÿíèå êðèïòîñïîðèäèîçà íà ðàçíûå ìîðôîëî-
ãè÷åñêèå è ôèçèîëîãè÷åñêèå õàðàêòåðèñòèêè êàðäèîìèî-
öèòîâ çàâèñèò îò âîçðàñòà æèâîòíûõ ïðè çàðàæåíèè. Êî-
ëè÷åñòâî îáùåãî áåëêà, ôîðìà êëåòîê è ñîîòíîøåíèå
ýêñïðåññèè òÿæåëûõ öåïåé ìèîçèíà, íàéäåííîå íàìè ðà-
íåå ó çàðàæåííûõ êðûñ (Àíàöêàÿ è äð., 2011), ìåíÿþòñÿ
âî âñåõ âîçðàñòíûõ ãðóïïàõ, ïðîÿâëÿÿ ëèøü íåáîëüøîå
îñëàáëåíèå îòâåòà íà çàáîëåâàíèå îò ìëàäøèõ ãðóïï ê
ñòàðøèì. Â òî æå âðåìÿ ïîâûøåííàÿ ïëîèäíîñòü ÿäåð íà-
áëþäàåòñÿ òîëüêî ó 9—14-ñóòî÷íûõ æèâîòíûõ, çàðàæåí-
íûõ íà 5—10-å ñóò ïîñëå ðîæäåíèÿ. Èíòåðåñíî, ÷òî óñè-
ëåííàÿ ýêñïðåññèÿ HIF-1á òàêæå íàèáîëåå îò÷åòëèâî ïðî-
ÿâëÿåòñÿ èìåííî â ýòèõ âîçðàñòíûõ ãðóïïàõ, ÷òî ìîæåò
óêàçûâàòü íà ñóùåñòâîâàíèå âçàèìîñâÿçè ìåæäó ïîëè-
ïëîèäèçàöèåé è èíäóêöèåé ôàêòîðà HIF-1á. Íàøè ñðàâ-
íèòåëüíûå èññëåäîâàíèÿ ïîëíîãåíîìíûõ ìèêðî÷èïîâ ïî-
êàçàëè, ÷òî âëèÿíèå ïîëèïëîèäèçàöèè íà òðàíñêðèïòîì
êàðäèîìèîöèòîâ è ãåïàòîöèòîâ ïðîÿâëÿåòñÿ â ïîâûøåíèè
óðîâíÿ ýêñïðåññèè HIF-1á è áîëüøèíñòâà åãî ãåíîâ-ìè-
øåíåé (Anatskaya, Vinogradov, 2007). Êðîìå òîãî, íà òåò-
ðàïëîèäíûõ è îêîëîòåòðàïëîèäíûõ êëåòî÷íûõ ëèíèÿõ
áûëî ïîêàçàíî, ÷òî óâåëè÷åíèå êîïèé ãåíîâ — îäèí èç
ìåõàíèçìîâ ãèïåðýêñïðåññèè HIF-1á, êîòîðûé ïîìîãàåò
êëåòêå àäàïòèðîâàòüñÿ ê óñëîâèÿì ãèïîêñèè (Secades
et al., 2009).

Èçâåñòíî, ÷òî êàðäèîìèîöèòû êðûñû ñ 9-õ ïî
14-å ñóò ïîñëå ðîæäåíèÿ ïåðåõîäÿò îò ïðîëèôåðàòèâíîãî
ðîñòà ê ãèïåðòðîôè÷åñêîìó (Li et al., 1997). Äëÿ êàðäèî-
ìèîöèòîâ ÷åëîâåêà àíàëîãè÷íûé âðåìåííîé èíòåðâàë
ïðèõîäèòñÿ íà ïåðèîä ñ 7-ãî ïî 14-é ãîäû æèçíè (Taka-
matsu et al., 1983). Ïîñëå îêîí÷àíèÿ ïåðåõîäíîãî ïåðèîäà
ïëîèäíîñòü êàðäèîìèîöèòîâ ïåðåñòàåò âîçðàñòàòü â îòâåò
íà ïåðåãðóçêó ñåðäöà (ðèñ. 2), ñâÿçàííóþ ñ êðèïòîñïîðè-
äèîçîì, à èçáûòî÷íàÿ ýêñïðåññèÿ HIF-1a ðåçêî îñëàáåâà-
åò (ðèñ. 4). Â òî æå âðåìÿ ñäâèã ñîîòíîøåíèÿ èçîôîðì òÿ-
æåëûõ öåïåé a- è b-ìèîçèíà â ñòîðîíó b-ìèîçèíà è ðå-
ìîäåëèðîâàíèå ôîðìû êëåòîê, íàïðîòèâ, ïðîäîëæàþòñÿ
(Àíàöêàÿ è äð., 2011).

Òîò ôàêò, ÷òî ïëîèäíîñòü êàðäèîìèîöèòîâ ïîâûøà-
åòñÿ ïîñëå ãàñòðîýíòåðèòà ëèøü ó æèâîòíûõ èç íåêî-
òîðûõ âîçðàñòíûõ ãðóïï, ïîçâîëÿåò ïðåäïîëîæèòü, ÷òî
ãåíîìíûå äóïëèêàöèè ìîãóò áûòü îäíèì èç ìåõàíèçìîâ
îíòîãåíåòè÷åñêîãî ïðîãðàììèðîâàíèÿ ôóíêöèîíàëüíûõ
âîçìîæíîñòåé âçðîñëîãî ñåðäöà, à ïåðèîä èçìåíåíèÿ ïëî-
èäíîñòè — ÷óâñòâèòåëüíûì (èëè êðèòè÷åñêèì) ïåðèîäîì
â ðàçâèòèè ñåðäöà.

Îñíîâàíèé äëÿ ýòîãî ïðåäïîëîæåíèÿ åñòü íåñêîëüêî.
Ñ îäíîé ñòîðîíû, èçâåñòíî, ÷òî ïîëèïëîèäèçàöèÿ êàð-
äèîìèîöèòîâ íåîáðàòèìà. Ýêñïåðèìåíòàëüíûå äàííûå,
ïîëó÷åííûå íà ìûøàõ è êðûñàõ ñ èçìåíåííîé ñêîðîñòüþ
ðîñòà, à òàêæå ðåçóëüòàòû èññëåäîâàíèé êàðäèîìèîöèòîâ
ëþäåé, ïåðåíåñøèõ ïàòîëîãèè ñåðäöà â äåòñòâå èëè èìå-
þùèõ âðîæäåííûå çàáîëåâàíèÿ ñåðäöà (ïîðîêè ìèòðàëü-
íîãî êëàïàíà èëè òåòðàäó Ôàëëî), ïîäòâåðæäàþò, ÷òî èç-
áûòî÷íàÿ ïîëèïëîèäèçàöèÿ, çàðåãèñòðèðîâàííàÿ â äåòñò-
âå, ñîõðàíÿåòñÿ è âî âçðîñëîì ñîñòîÿíèè (Brodsky et al.,
1985; Campbell et al., 1991; Erokhina et al., 1992; Åðîõèíà
è äð., 1995, 1997).

Ñ äðóãîé ñòîðîíû, ñðàâíèòåëüíûå èññëåäîâàíèÿ, ïðî-
âåäåííûå ïî÷òè íà 100 âèäàõ òåïëîêðîâíûõ, ñâèäåòåëüñò-
âóþò î òîì, ÷òî èçáûòî÷íàÿ ïîëèïëîèäèçàöèÿ êàðäèî-
ìèîöèòîâ àññîöèèðîâàíà ñî ñíèæåíèåì àýðîáíîé ñïîñîá-
íîñòè ñåðäöà è ñ óìåíüøåíèåì ïîäâèæíîñòè æèâîòíûõ
(Anatskaya, Vinogradov, 2002, 2004à). Íà ìëåêîïèòàþùèõ
è ïòèöàõ ïîêàçàíî, ÷òî êàðäèîìèîöèòû «àòëåòè÷åñêèõ»
âèäîâ ñîäåðæàò ïðèìåðíî â 2 ðàçà ìåíüøå ãåíîìîâ, ÷åì
êëåòêè ìàëîïîäâèæíûõ âèäîâ ñõîäíîé ìàññû (Anatskaya,
Vinogradov, 2002, 2004b). Êëèíè÷åñêèå èññëåäîâàíèÿ
ñâèäåòåëüñòâóþò î òîì, ÷òî ó ÷åëîâåêà âûñîêàÿ ïëîèä-
íîñòü êàðäèîìèîöèòîâ àññîöèèðîâàíà ñ èøåìè÷åñêîé áî-
ëåçíüþ ñåðäöà è ñ èíôàðêòîì ìèîêàðäà. Ýòà âçàèìîñâÿçü
ìîæåò áûòü îáóñëîâëåíà òåì, ÷òî ïîëèïëîèäèÿ ìåíÿåò
ïðîôèëü ýêñïðåññèè óçêî- è øèðîêîýêñïðåññèðóåìûõ ãå-
íîâ, âûçûâàÿ ïåðåñòðîéêó ìåòàáîëèçìà è çàïóñê çàùèò-
íûõ ìåõàíèçìîâ (Anatskaya, Vinogradov, 2007, 2010).

Òàêèì îáðàçîì, èñïîëüçóÿ ìóëüòèìåòîäè÷åñêèé ïîä-
õîä è íîâóþ ýêñïåðèìåíòàëüíóþ ìîäåëü, ìû ñìîãëè ñäå-
ëàòü ïåðâûå øàãè ê ïîíèìàíèþ ôèçèîëîãè÷åñêèõ, ìîëå-
êóëÿðíûõ è êëåòî÷íûõ ìåõàíèçìîâ âçàèìîñâÿçè ìåæäó
ãàñòðîýíòåðèòîì è âîçíèêíîâåíèåì ïàòîëîãèè ñåðäå÷-
íî-ñîñóäèñòîé ñèñòåìû. Íàøè äàííûå ïîêàçàëè, ÷òî ãàñò-
ðîýíòåðèò àññîöèèðîâàí ñ èçìåíåíèÿìè, õàðàêòåðíûìè
äëÿ ñíèæåíèÿ ýíåðãåòèêè è ñîêðàòèòåëüíîé ñïîñîáíîñòè
ñåðäöà, ïðåäñòàâëÿÿ (âìåñòå ñ ëèòåðàòóðíûìè äàííûìè î
âçàèìîñâÿçè ìåæäó ãàñòðîýíòåðèòîì è òàõèàðèòìèåé; Cu-
rione, 2010) òîò êîìïëåêñ íàðóøåíèé, êîòîðûé ñîîòâåòñò-
âóåò ìåæäóíàðîäíîìó îïðåäåëåíèþ êàðäèîìèîïàòèè:
«êàðäèîìèîïàòèåé íàçûâàþò ãåòåðîãåííóþ ãðóïïó ïàòî-
ëîãè÷åñêèõ ñîñòîÿíèé ìèîêàðäà, àññîöèèðîâàííóþ ñ ìå-
õàíè÷åñêîé è/èëè ýëåêòðè÷åñêîé äèñôóíêöèåé, ñîïðî-
âîæäàþùåéñÿ òàõèàðèòìèåé» (Maron et al., 2006). Ýòî ïî-
çâîëÿåò ãîâîðèòü î íîâîì òèïå êàðäèîìèîïàòèè, êîòîðóþ
ìîæíî íàçâàòü ãàñòðîýíòåðèòíàÿ èëè, òî÷íåå, êðèïòîñïî-
ðèäèîçíàÿ êàðäèîìèîïàòèÿ. Êðîìå òîãî, íàì óäàëîñü îá-
íàðóæèòü êðèòè÷åñêèé ïåðèîä â ïîñòíàòàëüíîì ðàçâèòèè
ñåðäöà è îïèñàòü åãî ôèçèîëîãè÷åñêèå îñîáåííîñòè.

Àâòîðû ïðèçíàòåëüíû çà ïîìîùü â ðàáîòå è ðåêî-
ìåíäàöèè Î. È. Ïîäãîðíîé, Ñ. Î. Ñêàðëàòî, À. Í. Òî-
ìèëèíó, Í. Ì. Óñìàíîâîé è Ã. È. Øòåéíó. Òàêæå àâòî-
ðû âûðàæàþò îñîáóþ áëàãîäàðíîñòü È. À. Ãàìàëåé,
Ì. Ã. Ìàðòûíîâîé è È. È. Òþðÿåâîé çà öåííûå çàìå÷à-
íèÿ è ïîëåçíîå îáñóæäåíèå.
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ñèéñêîãî ôîíäà ôóíäàìåíòàëüíûõ èññëåäîâàíèé (ïðî-
åêò 12-04-01199) è ïðîãðàììû ïðåçèäèóìà ÐÀÍ «Ìåõà-
íèçìû èíòåãðàöèè ìîëåêóëÿðíûõ ñèñòåì ïðè ðåàëèçà-
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RAT CARDIOMYOCYTE REMODELING AFTER NEONATAL CRYPTOSPORIDIOSIS.

II. ELONGATION, EXCESSIVE POLYPLOIDIZATION AND HIF-1á OVEREXPRESSION

O. V. Anatskaya,1 N. V. Sidorenko, I. V. Matveev, A. V. Kropotov, A. E. Vinogradov

Institute of Cytology RAS, St. Petersburg;
1 e-mail: anatskaya@mail.cytspb.rssi.ru

Retrospective epidemyological studies evidence that infant diseases leave survivors with an increased sus-
ceptibility to cardiovascular diseases in later life. At the same time, the mechanisms of this link remain poorly
understood. Based on medical statistics reporting that infectious gastroenteritis is the most common cause of
maladies in babies, infants and children, we analysed the effects of moderate cryptosporidial gastroenteritis on
the heart and ventricular cardiomyocyte remodelling in rats of the first month of life. The disease was challen-
ged by a worldwide human protozoic pathogen Cryptosporidium parvum (Apicomplexa, Sporozoa). The main
symptoms manifested in the growth retardation moderate diarrhea. Using real-time PCR, cytophotometry, con-
focal microscopy and image analysis, we indicated that cryptosporidiosis was associated, with the atrophy heart
and the elongation, narrowing, protein content decrease and hyperpolyploidization of cardiomyocytes and the
moderate overexpression of hypoxia inducible factor 1a (HIF-1á) mRNA. Cardiomyocyte shape remodeling
and heart atrophy presented in all age groups. The severity of these changes, hovewer, declined gradually from
younger to older groups. In contrast, hyperpolyploidization and HIF-1á mRNA overexpression were registered
mainly among animals aged between 6 and 13 days, and were barely detected and non-significant in older age
groups. In the rat the time period covering 6—13 days after birth is known to coincide with the intensive cardio-
myocyte polyploidization and the switch from proliferation to hypertrophy. Thus, our data indicate that neona-
tal cryptosporidiosis may be potential cardiovascular diseases risk factor and that one of the critical time win-
dows for the growing heart covers the time period when cardiomyocyte undergo polyploidization.

K e y w o r d s: neonatal cardiomyocytes, polyploidy, atrophy, elongation, cryptosporidial gastroenteritis,
criticlal period in heart formation, HIF-1á.
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