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Резюме
цель исследования — оценка экспрессии гена MADD при развитии гипертрофии миокарда, вызван-

ной гемодинамическими факторами в модели коарктации аорты, а также в модели реноваскулярной арте-
риальной гипертензии (модель «2 почки, 1 клипса»). Материалы и методы. Работа выполнена на крысах 
линии Вистар (n = 60) в возрасте 8 недель. В целях моделирования гипертрофии миокарда использованы 
две экспериментальные модели: модель коарктации аорты (n = 30) и модель «2 почки, 1 клипса» (n = 21). 
Животные были разделены на группы в соответствии с длительностью эксперимента (1 и 10 недель), 
также была выделена группа интактных животных (n = 9). Формирование гипертрофии миокарда вери-
фицировалось посредством эхокардиографии. После эвтаназии и забора миокарда ткани были гомогени-
зированы в среде Extract RNA reagent (Evrogen) с целью получения РНК. Комплементарную цепь ДНК 
получали посредством обратной транскрипции при помощи праймеров Random (dN) 10-primer (Evrogen) 
и MMLV RT kit (Evrogen). Определение относительного уровня экспрессии гена MADD в миокарде крыс 
проводили при помощи полимеразной цепной реакции в режиме реального времени. Уровень экспрессии 
рассчитывался при помощи метода ΔΔCt, в качестве референсного контроля использовались гены GAPDH 
и HPRT. Результаты. В модели коарктации аорты экспрессия гена MADD в группе 1 недели была вы-
ше (p < 0,05) в сравнении с интактной группой; в данной модели выявлены корреляции экспрессии гена 
MADD с экспрессией гена NPPA в виде прямой зависимости, а также с такими показателями эхокардио-
графии, как конечный систолический размер, конечный диастолический размер, индекс массы миокарда, 
в виде прямой зависимости (p < 0,05) и со значением фракции укорочения в виде обратной зависимости 
(p < 0,05). В модели реноваскулярной гипертензии не выявлено значимого повышения экспрессии гена 
MADD в образцах миокарда животных экспериментальной группы по сравнению с интактными живот-
ными. Заключение. Экспрессия гена MADD увеличивается преимущественно под действием остро раз-
вившейся гемодинамической перегрузки и, вероятно, имеет значение для формирования немедленного 
ответа со стороны кардиомиоцитов на фактор нагрузки давлением. Были обнаружены корреляции уровня 
экспрессии гена MADD с такими эхокардиографическими параметрами, как фракция укорочения, конечно-
диастолический и конечно-систолический размеры левого желудочка.
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Abstract
objective. The aim of the work was to evaluate the expression of the MADD gene during the development of 

myocardial hypertrophy caused by hemodynamic factors in the model of aortic coarctation, as well as in the model 
of renovascular arterial hypertension (model “2 kidney — 1 clip”). design and methods. The study involved 
Wistar rats (n = 60) at the age of 8 weeks. Two experimental models of myocardial hypertrophy were used: 
the aortic coarctation model (n = 30) and the “2 kidneys — 1 clip” model (n = 21). Animals were divided into 
groups according to the duration of the experiment (1 and 10 weeks), we also formed a group of intact animals 
(n = 9). Myocardial hypertrophy was verified by echocardiography. After euthanasia and myocardial extraction, 
the tissues were homogenized in Extract RNA reagent (Evrogen) in order to obtain RNA. A complementary 
DNA strand was obtained by reverse transcription using Random (dN) 10-primer (Evrogen) and MMLV RT 
kit (Evrogen) primers. The relative expression level of the MADD gene in rat myocardium was determined 
using real-time polymerase chain reaction. The expression level was calculated using the ΔΔCt method; the 
GAPDH and HPRT genes were used as a reference control. Results. In the aortic coarctation model, MADD 
gene expression in the 1-week group was significantly higher (p < 0,05) compared with the intact group. In 
this model, there as a direct correlation of the expression of the MADD gene with NPPA gene, as well as with 
echocardiography indicators (final systolic size, final diastolic size, and myocardial mass index, p < 0,05), 
and an inverse relationship between MADD gene expression and the shortening fraction (p < 0,05). The 
renovascular hypertension model did not show a significant increase in the expression of the MADD gene in 
myocardium in experimental group compared to intact animals. conclusions. The expression of the MADD 
gene increases mainly under the influence of acute hemodynamic overload, and is likely to be important for 
the immediate response by cardiomyocytes to pressure load. Correlation was found between the expression 
level of the MADD gene and such echocardiographic parameters as the shortening fraction, end-diastolic and 
end-systolic sizes of the left ventricle.
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Введение
Гипертрофия миокарда левого желудочка (ГЛЖ) 

отражает способность миокарда адаптироваться 
к гемодинамическим нагрузкам, представляя со-
бой важное компенсаторное звено в патологических 
процессах, ведущих к увеличению как преднагруз-
ки, так и постнагрузки на левый желудочек (ЛЖ). 
Изучение генетических детерминант ГЛЖ и поиск 
маркеров, ассоциированных с ее развитием, может 
способствовать более полному пониманию пато-
физиологии ГЛЖ и наметить новые мишени для 
терапевтического воздействия. Среди генетических 
факторов, способствующих проявлению ГЛЖ, об-
суждаются варианты в генах MYBPC3, MYH7, TNN, 
ACTC и других. Недавно была показана значимость 
полиморфных вариантов гена MADD в развитии ги-
пертрофической кардиомиопатии и диастолической 
сердечной недостаточности [1, 2].

Ген домена смерти митоген-активируемой про-
теинкиназы (MADD) и его молекулярные эффекты 
ранее являлись мишенью исследований преимуще-
ственно в онкологии, где большинство работ было 
посвящено активации его связывания с рецепторами 
TNFR1 и TNFR2 [3]. В частности, было установле-
но, что кодируемый геном MADD белок связывается 
с одним из рецепторов TNF-α, TNFR1, тем самым 
активируя MAPK и реализуя ее влияние на NF-κB, 
ERK1/2, JNK и p38 киназы [4]. Вследствие этого 
в онкологии и неврологии ген MADD, благодаря 
описанным выше эффектам, является потенциаль-
ной мишенью для терапевтического воздействия 
[5–8]. В ткани миокарда TNFR1 и TNFR2 также 
представлены, и синтез РНК данного гена активно 
происходит в кардиомиоцитах, однако белковый 
продукт самого гена MADD отсутствует.

Впервые актуальность исследования роли гена 
MADD и его полиморфных вариантов в кардиоло-
гии, и в частности, в реализации гипертрофии мио-
карда ЛЖ, обусловленной факторами кардиомета-
болического риска, была показана в исследовании 
C. K. Wu и соавторов в 2012 году [9]. В данной ра-
боте была выявлена связь полимфорного варианта 
rs2290149 с наличием диастолической сердечной 
недостаточности при ГЛЖ, обусловленной факто-
рами кардиометаболического риска у пациентов 
старше 45 лет. Также было высказано предположе-
ние о механизме реализации гипертрофического 

Key words: MADD gene, left ventricular myocardial hypertrophy, hemodynamic overload, aortic coarctation 
model, “2 kidney — 1 clip” model
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эффекта гена MADD посредством его регуляторного 
влияния за счет расположения совместно с геном 
MYBPC3 в едином регуляторном кластере генов. 
Таким образом, предполагается влияние гена MADD 
на уровень экспрессии гена MYBPC3, поскольку 
повышение его экспрессии связано с формирова-
нием гипертрофического ответа [10] и развитием 
диастолической сердечной недостаточности [11]. 
Также существуют исследования, показывающие 
кардиопротективные свойства фосфорилирован-
ного миозинсвязывающего белка при повышении 
его экспрессии [12].

В дальнейшем в ряде исследований была уста-
новлена ассоциация аллеля Т и генотипа ТТ поли-
морфных вариантов rs2290149 и rs10838692 гена 
MADD с наличием ГЛЖ у пациентов в старшей 
возрастной группе независимо от этиологии раз-
вития гипертрофии миокарда. При этом не было 
выявлено влияния данного генотипа на степень 
выраженности гипертрофии [2]. Таким образом, 
при наличии сведений об ассоциации определен-
ных полиморфизмов гена MADD с наличием ГЛЖ 
и диастолической сердечной недостаточностью во-
прос о точном механизме реализации его влияния 
в отношении гипертрофического ответа остается 
открытым. В связи с этим целью данного исследо‑
вания являлся анализ изменения экспрессии гена 
MADD в экспериментальных моделях гипертрофии 
миокарда ЛЖ, вызванных гемодинамической на-
грузкой и нейрогуморальными факторами.

Материалы и методы
Исследование было одобрено этическим коми-

тетом ФГБУ «НМИЦ им. В. А. Алмазова» Мин-
здрава России.

Модель коарктации аорты
Модель коарктации аорты [13–15], создавая 

гемодинамическую перегрузку, призвана выявить 
острые (на 1-й неделе реализации модели) реак-
ции миокарда на перегрузку давлением, а также 
позволяет отследить развитие отсроченного ремо-
делирования (на 10-й неделе реализации модели). 
Для этого здоровым крысам-самцам линии Вистар 
на 8-й неделе жизни проводилось оперативное вме-
шательство в виде перевязки дуги аорты. Во время 
операции анестезия была достигнута при помощи 
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1,8–2,2 % изофлурана (Foran, Abbott Laboratories, 
США). Хирургический доступ реализован левой 
передне-латеральной торакотомией в 4-м межребер-
ном промежутке с частичной резекцией 3-го ребра 
между парастернальной и срединно-ключичной ли-
ниями. Для доступа к дуге аорты в левой доле ти-
муса тупым способом было образовано небольшое 
отверстие, перевязка дуги аорты осуществлена про-
леновой нитью 6–0. Вследствие серьезной острой 
перегрузки давлением послеоперационная леталь-
ность составила 3,4 %. Далее крысы были разделены 
на группы в зависимости от времени воздействия 
модели и взятия материала миокарда — 1-я неделя 
и 10-я недели.

Модель «2 почки, 1 клипса»
Данная модель вызывает развитие гипертрофии 

миокарда, вызванной преимущественно нейрогумо-
ральными факторами (активация ренинангиотен-
зинальдостероновой системы, активация симпато-
адреналовой системы, формирование артериальной 
гипертензии), в противоположность гемодинами-
ческой нагрузке, описанной в предыдущей модели 
[16]. Для ее создания здоровым крысам-самцам ли-
нии Вистар на 8-й неделе жизни проводилось опера-
тивное вмешательство в виде наложения небольшой 
серебряной клипсы на левую почечную артерию. 
Во время операции анестезия была достигнута ма-
сочным наркозом при помощи 2,2 % изофлурана 
(Foran, Abbott Laboratories, США). Операционный 
доступ был произведен через разрез на спине кры-
сы слева и параллельно позвоночнику вниз от на-
чала реберной дуги. В ходе операции выделялись 
левая почка и ее сосудистый пучок, на почечную 
артерию был установлен зажим калибром 0,30 мм, 
рана послойно ушивалась и обрабатывалась анти-
септическим гелем (Sterisol, Швеция). Правая почка 
оставалась интактной. Крысы были также разделе-
ны по времени реализации модели и взятия аутоп-
сийного материала — 1-я неделя и 10-я неделя.

В дополнение была выделена контрольная груп-
пы здоровых крыс-самцов линии Вистар, на которых 
не производились оперативные вмешательства.

На 1-й или 10-й неделях (в зависимости от рас-
пределения по вышеописанным группам) реали-
зации моделей под анестезией 2,2 % изофлураном 
было произведено изъятие сердец крыс. Сначала 
были отделены предсердия, магистральные сосуды 
и верхушка сердца, произведена их заморозка путем 
погружения в жидкий азот и далее их хранение при 
–80 градусах по Цельсию. Оставшаяся ткань серд-
ца делилась на левый, правый желудочки, межже-
лудочковую перегородку, и эти части также были 
заморожены при –80 градусах по Цельсию.

Факт развития гипертрофии миокарда был 
подтвержден при проведении эхокардиографии 
на аппарате Vevo-2100 (VisualSonics, Inc.) с часто-
той 21 МГц, частотой кадров 100–120/сек в 2D-
режиме. Анестезия крыс была достигнута при по-
мощи 1,5-процентного изофлурана. Все измерения 
и подсчеты были произведены на основе рекомен-
даций Американского общества эхокардиографии 
и Европейской ассоциации по сердечно-сосудистой 
визуализации [17]. 2D и М-изображения получа-
ли при рассмотрении продольной и короткой осей 
ЛЖ. Датчик в М-режиме был позиционирован под 
контролем 2D-изображения перпендикулярно зад-
ней стенке ЛЖ и межжелудочковой перегородке. 
Внутренний размер ЛЖ, толщину межжелудочко-
вой перегородки в диастолу, толщину задней стен-
ки ЛЖ в диастолу были измерены в двух позициях 
(по продольной и короткой осям) на протяжении 
трех сердечных циклов. Масса ЛЖ была рассчита-
на по методам Devereux и Reichek.

Для последующего молекулярно-генетического 
анализа замороженные образцы ткани ЛЖ были го-
могенизированы в аппарате TissueLyzer (QIAGEN) 
в течение 8 минут при частоте 50 Гц в среде Extract 
RNA reagent (Evrogen). Качество и количество по-
лученного РНК-материала были подтверждены при 
помощи аппарата NanoDrop 3300 SpectroPhotometer 
(Thermo Fisher Scientific). Полученные образцы под-
вергли обратной транскрипции с целью получения 
ДНК-материала с РНК-матриц. Получение ком-
плементарной ДНК в ходе обратной транскрипции 
проводили при помощи праймеров Random (dN) 
10-primer (Evrogen) и MMLV RT kit (Evrogen). По-
лученная кДНК использовалась для поставки по-
лимеразной цепной реакции в режиме реального 
времени. Уровень экспрессии рассчитывался при 
помощи метода ΔΔCt, используя гены GAPDH 
и HPRT в качестве контроля (так как они являются 
генами «домашнего хозяйства» и должны иметь по-
стоянный уровень экспрессии в клетках) [18].

Результаты
Верификация гемодинамической модели и дан-

ные о развитии на ее фоне гипертрофии миокарда 
представлены в опубликованном нами ранее иссле-
довании [19]. В частности, наличие гипертрофии 
миокарда было подтверждено на основании данных 
эхокардиографии, гистологического исследования 
и уровня экспрессии гена NPPA [20], кодирующего 
белок предсердного натрийуретического пептида. 
При анализе экспрессии гена MADD в миокарде 
в гемодинамической экспериментальной модели 
нами было выявлено повышение экспрессии в груп-
пе 1 недели по сравнению с интактной группой 
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(рис. 1). Однако к 10 неделям экспрессия данного 
гена снижалась до начального уровня. Нами был 
проведен корреляционный анализ уровня экспрес-
сии гена MADD с уровнем экспрессии гена NPPA, 
и было выявлено, что между экспрессией гена 
MADD и экспрессией гена NPPA в группе 1 недели 
существует прямая зависимость (рис. 2).

На следующем этапе был проведен корреляци-
онный анализ уровня экспрессии гена MADD с та-
кими эхокардиографическими параметрами, как 
конечный систолический объем ЛЖ, конечный диа-
столический объем ЛЖ, фракция укорочения ЛЖ, 
ударный объем ЛЖ, относительная толщина стенки 
ЛЖ, размер левого предсердия, размер ЛЖ в систо-
лу и диастолу, фракция выброса ЛЖ (рис. 3 А–З). 
Была установлена прямая зависимость между уров-
нем экспрессии гена MADD и показателями конеч-
ного диастолического и конечного систолического 
объема ЛЖ, а также обратная зависимость между 
экспрессией гена MADD и фракцией укорочения. 
Нами не было установлено значимой корреляции 
с параметрами размеров левого предсердия, удар-
ного объема, относительной толщины стенки ЛЖ, 
размерами ЛЖ в систолу и диастолу, а также фрак-
цией выброса ЛЖ.

На последующих этапах нами был проведен ана-
лиз экспрессии в миокарде гена MADD в модели ги-
пертрофии миокарда «2 почки, 1 клипса». Было вы-
явлено отсутствие значимого изменения экспрессии 
гена MADD по сравнению с интактной группой как 
на сроке 1 неделя, так и на сроке 10 недель от начала 
эксперимента (рис. 4). В то же время нами показа-
но повышение экспрессии гена NPPA в миокарде 
экспериментальных животных по сравнению с ин-
тактной группой, что является свидетельством за-
пуска программы гипертрофического ответа в кар-

диомиоцитах при формировании модели «2 почки, 
1 клипса». Проведение корреляционного анализа 
показано отсутствие значимых корреляций между 
экспрессией гена MADD и экспрессией гена NPPA, 
что доказывает опосредованный характер их корре-
ляции в предыдущей модели (рис. 5). Дальнейший 
анализ корреляции уровня экспрессии гена MADD 
с эхокардиографическими параметрами не прово-
дился вследствие отсутствия значимого изменения 
экспрессии гена MADD в данной модели.

Обсуждение
Вследствие отсутствия белкового продукта 

в миокарде ген MADD, вероятно, реализует свой эф-
фект в виде ГЛЖ через усиление активации близко 
расположенного гена MYBPC3, экспрессия которого 
непосредственно влияет на степень выраженности 
гипертрофии. Поиск молекулярных маркеров, ассо-
циированных с развитием ГЛЖ, позволяет более де-
тально изучить патофизиологию данного процесса 
для выявления возможных мишеней лекарственного 
терапевтического воздействия.

В проведенном исследовании мы установили, 
что экспрессия гена MADD увеличивается преи-
мущественно под действием остро развившейся 
гемодинамической перегрузки и, вероятно, имеет 
значение для формирования немедленного ответа 
со стороны кардиомиоцитов на фактор нагрузки 
давлением. Значимость высокого уровня экспрес-
сии данного гена в формировании долгосрочного 
гипертрофического ответа остается дискутируемой, 
так как нами не обнаружено повышения экспрес-
сии гена на экспериментальном сроке 10 недель, 
когда начальные процессы, отвечающие за разви-
тие гипертрофии, уже завершены. Таким образом, 
может обсуждаться инициирующее влияние повы-

Рисунок 1. Результат гемодинамической 
модели в виде повышения экспресcии 

гена MADD в группе 1 недели

Рисунок 2. Корреляция между экспрессией 
генов MADD и NPPA 

в группе 1 недели
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Рисунок 3. Корреляции между экспрессией гена MADD 
и эхокардиографическими параметрами в группе 1 недели
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шенной экспрессии гена MADD в отношении мо-
лекулярных событий при развитии гипертрофии 
миокарда ЛЖ.

Выявленная нами прямая корреляция уровня 
экспрессии гена MADD и экспрессии гена NPPA 
в гемодинамической модели, вероятнее всего, яв-
ляется опосредованной, поскольку данная корре-
ляция не наблюдается в модели «2 почки, 1 клип-
са», где нет значимого повышения экспрессии гена 
MADD. Таким образом, наличие прямой взаимос-
вязи между экспрессией этих двух генов представ-
ляется сомнительным. В то же время в некоторых 
случаях уровень их экспрессии может повышаться 
синхронно под действием сходных стимулов и ге-
модинамических параметров.

В ходе исследования были обнаружены корре-
ляции уровня экспрессии гена MADD с некоторыми 
параметрами эхокардиографии (с фракцией укоро-
чения, конечным диастолическим, конечным си-

столическим размерами ЛЖ). В частности, прямая 
зависимость с конечно-систолическим и конечно-
диастолическим размерами и обратная зависимость 
с фракцией укорочения ЛЖ могут свидетельство-
вать об участии гена MADD в реализации молеку-
лярных механизмов развития систолической дис-
функции миокарда и снижения его сократительной 
способности при развитии дезадаптивной гипер-
трофии.

Повышение экспрессии гена MADD может 
быть необходимо для реализации гипертрофиче-
ского ответа в виде увеличения синтеза сократи-
тельных белков миофибрилл и, в итоге, увеличения 
диаметра кардиомиоцитов. Поскольку в кардиоми-
оцитах белковый продукт экспрессии данного гена 
отсутствует, из двух рассмотренных ранее теорий 
действия гена MADD более объективной в отно-
шении реализации гипертрофии является вторая, 
основывающаяся на регуляции геном MADD экс-
прессии гена MYBPC3 и, возможно, других со-
кратительных белков. Остается открытым вопрос 
о механизмах влияния гена MADD на уровень экс-
прессии гена MYBPC3. Установлено, что в преде-
лах кодирующей части гена или его интронных 
последовательностей известных микроРНК для 
реализации такого влияния в миокарде нет. В то же 
время нельзя исключить потенциальную возмож-
ность наличия в структуре данного гена длинных 
некодирующих РНК или других регуляторных по-
следовательностей, участвующих в реализации 
процесса гипертрофии миокарда под воздействием 
гемодинамических факторов. Дальнейшее изуче-
ние молекулярных механизмов участия гена MADD 
в развитии адаптивной и дезадаптивной гипертро-
фии миокарда является актуальным и перспектив-
ным как для фундаментальной биомедицинской, 
так и для клинической науки.

Рисунок 5. Отсутствие корреляции между 
экспрессией гена MADD и экспрессией 

гена NPPA в модели «2 почки, 1 клипса»

Рисунок 4. Отсутствие повышения экспрессии гена MADD 
и повышения экспрессии гена NPPA в модели «2 почки, 1 клипса»
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