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Сердечно�сосудистые заболевания (ССЗ) являются одной из главных причин смертности и инвалидизации
населения в мире. Белок А плазмы крови, ассоциированный с беременностью (PAPP�A), представляет со�
бой матриксную металлопротеиназу, локализованную на поверхности клеток. Одним из субстратов РАРР�А
является IGFBP�4 (insulin�like growth factor binding protein�4) – представитель семейства белков, связываю�
щих IGF (insulin�like growth factor). Протеолиз IGFBP�4 под действием РАРР�А происходит по специфичес�
кому участку с образованием двух протеолитических фрагментов – N�концевого (NT�IGFBP�4) и С�конце�
вого (CT�IGFBP�4) – и приводит к высвобождению IGF, который активирует такие клеточные процессы,
как миграция, пролиферация и клеточный рост. Повышенный уровень протеолитических фрагментов
IGFBP�4 коррелирует с развитием осложнений и риском летального исхода у больных такими ССЗ, как
ишемическая болезнь сердца, острый коронарный синдром и сердечная недостаточность. Однако в литера�
туре нет данных, демонстрирующих PAPP�A�зависимый протеолиз IGFBP�4 в сердечной ткани в норме и
при патологических состояниях. В настоящей работе на модели первичной культуры неонатальных карди�
омиоцитов крысы нами было показано: 1) процесс протеолиза IGFBP�4 под действием PAPP�A происходит
в кондиционированной среде кардиомиоцитов, 2) переход кардиомиоцитов в гипертрофированное состоя�
ние сопровождается увеличением уровня PAPP�A�специфичного протеолиза IGFBP�4. Таким образом,
можно предположить, что усиление расщепления IGFBP�4 и гипертрофические изменения кардиомиоци�
тов, сопровождающие некоторые ССЗ, взаимосвязаны, и PAPP�A является одним из активаторов IGF�за�
висимых процессов в кардиомиоцитах в норме и особенно при гипертрофии.
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первичная культура, протеолиз, PAPP�A, IGFBP�4, гипертрофия, кардиомаркёр, эндотелин�1.
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ВВЕДЕНИЕ

На сегодняшний день сердечно�сосудистые
заболевания (ССЗ) являются главной причиной
летальных исходов и инвалидности во всем ми�
ре [1]. Сердечная недостаточность (СН) – одно
из самых распространённых ССЗ, характеризу�
ющееся изменениями в работе сердца, приводя�
щими к нарушению кровоснабжения всего ор�

ганизма. При хронической форме СН снижает�
ся способность сердечной мышцы к сокраще�
нию и развивается патологическая гипертро�
фия – аномальное утолщение стенки миокарда,
возникающее вследствие увеличения кардиомио�
цитов в размере и изменений во внеклеточном
матриксе сердечной ткани [2]. Гипертрофия так�
же сопровождает и другие ССЗ, такие как ише�
мическая болезнь сердца (ИБС), гипертония, а

П р и н я т ы е  с о к р а щ е н и я : ИБС – ишемическая болезнь сердца; ОКС – острый коронарный синдром; ССЗ – сердеч�
но�сосудистые заболевания; СН – сердечная недостаточность; ФИА – флуороиммунный анализ; ЭТС – эмбриональная
телячья сыворотка; BNP – натрийуретический пептид типа B; CT�IGFBP�4 – С�концевой протеолитический фрагмент
IGFBP�4; DAPI – 4′,6�диамидино�2�фенилиндол; dPAPP�A – димерная форма PAPP�A; IGF – инсулиноподобный фак�
тор роста; IGFBP�2–IGFBP�5 – белки, связывающие инсулиноподобный фактор роста; NT�IGFBP�4 – N�концевой про�
теолитический фрагмент IGFBP�4; PAPP�A – ассоциированный с беременностью белок плазмы А; proMBP – предшест�
венник основного щелочного белка эозинофилов.

* Адресат для корреспонденции.
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также практически все известные на сегодняш�
ний день типы врождённых и приобретенных
пороков сердца [3].

Белок А плазмы, ассоциированный с бере�
менностью (pregnancy associated plasma protein�A,
PAPP�A), – матриксная металлопротеиназа, со�
держащая в активном центре ионы цинка и ло�
кализованная на поверхности клеток [4, 5].
Большая часть РАРР�A (~90%) в крови циркули�
рует в форме гетеротетрамера (htPAPP�A), в сос�
тав которого входят димер РАРР�А (dPAPP�A) и
две субъединицы белка proMBP – предшествен�
ника основного щелочного белка эозинофилов.
Тетрамерная форма PAPP�A является протеоли�
тически неактивной [6]. Остальная часть PAPP�A,
циркулирующего в крови, представлена его ди�
мерной формой, которая обладает протеолити�
ческой активностью [7]. Субстратами dРАРР�А
в физиологических условиях являются белки,
связывающие инсулиноподобный фактор роста:
IGFBP�2 [8], IGFBP�4 [9] и IGFBP�5 [10]. Дан�
ные белки связываются с инсулиноподобным
фактором роста (IGF), ингибируя его актив�
ность. В результате протеолиза комплекса
IGFBP�белков с IGF под действием dPAPP�A
IGF высвобождается из комплекса и активирует
такие процессы, как клеточный рост, пролифе�
рация, миграция и ангиогенез [11]. В случае
IGFBP�4 PAPP�A является единственной проте�
азой, расщепляющей данный белок в физиоло�
гических условиях. Протеолиз IGFBP�4 под
действием dРАРР�А происходит по специфи�
ческому участку, расположенному между ами�
нокислотными остатками Met135 и Lys136, и в
результате расщепления образуются два протео�
литических фрагмента белка: N�концевой (NT�
IGFBP�4) и С�концевой (CT�IGFBP�4) [12].

Ранее было показано, что уровень экспрес�
сии dPAPP�A возрастает в атеросклеротической
бляшке, а также, что dPAPP�A является маркё�
ром риска развития острого коронарного синд�
рома (ОКС) [13]. В ряде исследований было по�
казано, что повышенный уровень протеолити�
ческих фрагментов IGFBP�4 (NT�IGFBP�4 и
CT�IGFBP�4) ассоциирован с увеличением рис�
ка возникновения ОКС у пациентов с ИБС и
наступлением смерти от ССЗ у больных диабе�
том 1�го типа [14, 15]. Недавно было обнаруже�
но, что повышенный уровень протеолитических
фрагментов IGFBP�4 в крови у больных сердеч�
ной недостаточностью – состоянием, которое
может развиваться вследствие ОКС и инфаркта
миокарда, также ассоциирован с повышенным
риском летального исхода [16].

Несмотря на значительное количество ис�
следований, демонстрирующих увеличение
концентрации dPAPP�A и уровня протеолиза

IGFBP�4 в крови до начала развития осложне�
ний при различных ССЗ, в литературе нет пря�
мых доказательств протекания dPAPP�A�специ�
фичного протеолиза IGFBP�4 в миокарде в нор�
ме или при патологических состояниях. Поэто�
му данное исследование было проведено с
целью установить взаимосвязь между dPAPP�A�
специфичным протеолизом IGFBP�4 и гипер�
трофическими изменениями кардиомиоцитов,
которые, как было упомянуто ранее, сопровож�
дают многие ССЗ. Для исследования протеоли�
за IGFBP�4 в настоящей работе нами была раз�
работана и охарактеризована клеточная модель
гипертрофии, основанная на первичной культу�
ре кардиомиоцитов крысы.

МАТЕРИАЛЫ И МЕТОДЫ

Все использованные биохимические реакти�
вы имели аналитическую чистоту и были приоб�
ретены в компаниях «Sigma�Aldrich» (США),
«Thermo Fisher Scientific» (США), «ICN»
(США), «AppliChem» (Германия), «Merck»
(США), «Диа�М» (Россия) и «Bio�Rad» (США).
Реактивы, использованные для проведения
культурально�биологических работ, были при�
обретены в компаниях «HyClone» (США),
«Sigma�Aldrich» и «Costar» (Нидерланды). Вто�
ричные антитела, специфичные к константной
части иммуноглобулинов G (Fc�фрагментам)
антитела мыши, конъюгированные с флуорофо�
ром Alexa�594, а также фаллоидин, конъюгиро�
ванный с флуорофором Alexa�488, и краситель
DAPI (4′,6�диамидино�2�фенилиндол), были
приобретены в компании «Thermo Fisher
Scientific». Моноклональные антитела, специ�
фичные к сердечной изоформе тропонина I
(19С7, MF4), IGFBP�4 и его фрагментам (IBP3,
IBP180, IBP182, IBP163), рекомбинантные
IGFBP�4, dPAPP�A, NT�IGFBP�4 и CT�IGFBP�4,
а также эндогенный натрийуретический пептид
B�типа (BNP) человека были любезно предос�
тавлены компанией «HyTest» (Финляндия).

Получение первичной культуры кардиомиоци�
тов крысы. Получение первичной культуры кар�
диомиоцитов крысы проводили в соответствии с
методикой Степановой и соавт. [17] с некоторы�
ми модификациями. Сердца двух/трёхдневных
крыс популяции Wistar очищали от соединитель�
ной ткани, крови и сосудов, помещали в охлаж�
дённый раствор Кребса–Рингера (25 мМ NaCl,
2,5 мМ KCl, 1,25 мМ NaH2PO4, 2 мМ CaCl2,
1 мМ MgCl2, 25 мМ NaHCO3, 25 мМ глюкоза,
pH 7,4) и измельчали, после чего обрабатывали
коллагеназой («Gibco», США) в концентрации
5 мг/мл, приготовленной на растворе Кребса–
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Рингера, содержащем 50 мкМ CaCl2, в течение
10 мин при 37 °С. После инкубации ткань до�
полнительно разрушали, пипетируя смесь
30–40 раз, и после оседания крупных фрагмен�
тов ткани отбирали суспендированные клетки.
Данную процедуру повторяли 4–5 раз до полно�
го разрушения ткани и высвобождения клеток.
Полученные суспензии клеток центрифугиро�
вали 10 мин при 200 g, осадки клеток ресуспен�
дировали в среде для культивирования
DMEM (модифицированная по способу Дуль�
бекко среда Игла), содержащей 10% эмбрио�
нальной телячьей сыворотки (ЭТС, «HyClone»).
Все фракции, кроме первой и второй, объединя�
ли и повторно центрифугировали при тех же ус�
ловиях для дополнительной очистки от коллаге�
назы. Осадок клеток ресуспендировали в куль�
туральной среде и инкубировали в полистироль�
ном планшете в течение 20 мин при 37 °С в ат�
мосфере 5% CO2 для отделения фракции при�
месных клеток. Суспензию неприкрепившихся
клеток переносили в новый полистирольный
планшет и культивировали в течение 7 дней при
37 °С в атмосфере 5% CO2.

Определение площади кардиомиоцитов. Из�
мерение площади кардиомиоцитов проводили с
использованием программного обеспечения
ImageJ (Fiji). Указывали значение масштабной
шкалы в пикселях и в мкм, после чего с исполь�
зованием программы рассчитывали значения
площади отдельных клеток в мкм2. Для каждого
снимка рассчитывали площадь 15 клеток с ис�
пользованием последовательности команд
Analyse�Measure, затем полученные значения
использовали для расчёта среднего значения
площади клетки.

Определение частоты сокращений кардиомио�
цитов. Частоту сокращений кардиомиоцитов
определяли, фиксируя сокращение во времени в
10 точках культуры, чтобы убедиться в равно�
мерности и регулярности сокращений, после
чего проводили пересчёт на количество ударов в
минуту.

Иммуноцитохимическое окрашивание клеток.
Первичную культуру кардиомиоцитов и при�
месных клеток промывали фосфатно�солевым
буфером (ФСБ) от компонентов среды, после
чего проводили фиксацию и пермеабилизацию
мембран клеток в присутствии 4% парафор�
мальдегида и 0,1% (w/v) Triton X�100 соответ�
ственно в течение 15 мин при комнатной темпе�
ратуре. Затем клетки промывали несколько раз
ФСБ и инкубировали в присутствии 1% ЭТС в
течение 30 мин для блокирования неспецифи�
ческой сорбции антител. После промывки к
клеткам добавляли первичные антитела, специ�
фичные к тропонину I, в указанных производи�

телем разведениях и инкубировали в течение
ночи при 4 °С. После промывки клетки инкуби�
ровали в присутствии вторичных антител, спе�
цифичных к Fc�фрагментам антител мыши и
конъюгированных с флуоресцентной меткой
Alexa�594, в течение часа при комнатной темпе�
ратуре. Инкубации с фаллоидином, конъюгиро�
ванным с флуорофором Alexa�488 и ядерным
красителем DAPI, в указанных производителем
разведениях также проводили в течение часа
при комнатной температуре. После инкубации
клетки трижды промывали ФСБ. Полученные
препараты визуализировали с использованием
флуоресцентного инвертированного микроско�
па («EVOS FL Color», США).

Протеолитическое расщепление IGFBP�4 под
действием PAPP�A в культурах клеток. Протеолиз
IGFBP�4 в кондиционированной среде кардио�
миоцитов и примесных клеток проводили по
методике Laursen et al. [18] с некоторыми моди�
фикациями. Для проведения протеолиза
IGFBP�4 использовали 10�кратную субстратную
смесь, приготовленную на Tris�солевом буфе�
ре (20 мМ Tris�HCl, 150 мМ NaCl, pH 7,4) и со�
держащую 3 мкг/мл рекомбинантного IGFBP�4
человека, 0,85 мкг/мл рекомбинантного IGF�II
человека («Sigma�Aldrich») и 2 мМ CaCl2. После
приготовления субстратную смесь инкубирова�
ли 30 мин при комнатной температуре для фор�
мирования комплекса IGFBP�4 с IGF�II, после
чего добавляли в кондиционированную среду к
кардиомиоцитам в лунки 24�луночного планше�
та (по 40 мкл в лунку) и инкубировали в термо�
стате при 37 °С в атмосфере 5% CO2 в течение
30 мин, 3 или 24 ч. По окончании инкубации от�
бирали кондиционированную среду из лунок и
останавливали реакцию добавлением ЭДТА до
конечной концентрации 5 мМ. В полученных
образцах кондиционированной среды проводи�
ли измерение концентраций NT�IGFBP�4, CT�
IGFBP�4 и BNP методом флуороиммунного
анализа «сэндвич»�типа, как описано ниже. По�
лученные значения концентраций NT�IGFBP�4,
CT�IGFBP�4 и BNP нормировали на количест�
во клеток в каждой лунке. Для определения ко�
личества клеток культуру кардиомиоцитов в
каждой лунке трипсинизировали с использова�
нием 0,25%�ного раствора трипсин�ЭДТА и
проводили подсчёт клеток в камере Горяева с
использованием раствора трипанового синего.

Детекция NT�IGFBP�4, CT�IGFBP�4 и BNP
методом одностадийного флуороиммунного анали�
за «сэндвич»�типа (ФИА). Концентрации NT�
IGFBP�4 и CT�IGFBP�4 в культуральных средах
определяли методом неоэпитоп�специфичного
флуороиммунного анализа «сэндвич»�типа с ис�
пользованием пар антител IBP3�IBP180Eu3+
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(определение концентрации NT�IGFBP�4) и
IBP182�IBP163Eu3+ (определение концентрации
CT�IGFBP�4), как описано Konev et al. [15].
Концентрацию BNP определяли аналогичным
методом с использованием пары антител 24С5�
AbBNP2Eu3+, как описано в статье Semenov et al.
[19]. Для проведения ФИА антитела подложки
(20 мкг/мл, 0,1 мл/лунка в ФСБ) сорбировали
на поверхность лунок 96�луночного полисти�
рольного планшета при перемешивании в тече�
ние 30 мин при комнатной температуре. Затем
лунки промывали 10 мМ Tris�HCl, 150 мМ NaCl,
0,025% (v/v) Tween 20 и 0,05% NaN3, pH 7,8 (бу�
фер А). После этого в каждую лунку планшета
вносили 0,05 мл образца, разведённого в буфере
для анализа (50 мМ Tris�HCl, 0,9% NaCl, 0,01%
(v/v) Tween 40, 0,5% бычьего сывороточного аль�
бумина, 0,05% NaN3, pH 7,7) и 0,05 мл детектор�
ных антител (4 мкг/мл), конъюгированных со
стабильным хелатом европия (Eu3+). Планшеты
инкубировали 30 мин при комнатной темпера�
туре при постоянном перемешивании. После
промывания буфером А в лунки планшета вно�
сили по 0,2 мл раствора для усиления флуорес�
ценции и затем детектировали флуоресценцию
на планшетном анализаторе Victor X («Perkin
Elmer», США).

Индукция гипертрофии в культурах кардиомио�
цитов под действием эндотелина�1. Перед прове�
дением эксперимента в лунках с клетками про�
водили смену культуральной среды на DMEM,
содержащую 1% ЭТС. В лунки с кардиомиоцита�

ми вносили водный раствор эндотелина�1
(«Sigma�Aldrich»») в диапазоне концентраций
20–100 нМ. В контрольные лунки добавляли во�
ду. Инкубировали клетки с эндотелином�1 в те�
чение 24 и 48 ч при 37 °С в атмосфере 5% CO2. О
наличии гипертрофии судили по увеличению
площади поверхности кардиомиоцитов (см. раз�
дел «Определение площади кардиомиоцитов»),
инкубированных с эндотелином�1 по сравнению
с контрольными кардиомиоцитами.

Статистическую обработку результатов изме�
рений площади кардиомиоцитов и концентра�
ций NT�IGFBP�4, CT�IGFBP�4 и BNP в норме
и при гипертрофии проводили, используя t�кри�
терий Стьюдента. Данные представлены как
среднее значение ± квадратичное отклонение.
Различия считали достоверными при p ≤ 0,05.

РЕЗУЛЬТАТЫ ИССЛЕДОВАНИЙ

Получение первичной культуры кардиомиоци�
тов из неонатальных крыс и ее характеристика.
Через 4 дня после выделения клеточная культу�
ра, полученная из сердец неонатальных крыс,
приобретала соответствующий кардиомиоци�
там фенотип (рис. 1, а) и демонстрировала сок�
ращение с частотой ~11 ударов/мин. С 4 по
7 день культивирования кардиомиоцитов часто�
та сокращения не менялась. Процентное содер�
жание кардиомиоцитов в полученной культуре
определяли иммуноцитохимически, проводя
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Рис. 1. Характеристика типичной первичной культуры кардиомиоцитов крысы. а – Микрофотографии кардиомиоцитов,
сделанные в режиме фазового контраста в процессе культивирования культуры в определенные промежутки времени:
1 – 1 день; 2 – 4 дня; 3 – 6 дней; 4 – 7 дней. б – Иммунофлуоресцентное окрашивание полученной культуры (7 дней) с ис�
пользованием: флуоресцентного ядерного красителя DAPI (1); антител, специфичных к сердечной изоформе тропонина I
человека, конъюгированных с флуоресцентной меткой Alexa�594 (2); фаллоидина, конъюгированного с флуоресцентной
меткой Alexa�488 (3); наложение фотографий, сделанных в трёх флуоресцентных каналах при одинаковом увеличении (4)
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окрашивание моноклональными антителами,
специфичными к сердечной изоформе тропо�
нина I (специфическому маркёру кардиомиоци�
тов), и рассчитывая отношение клеток с детек�
тированным тропонином I к общему числу кле�
ток для каждого снимка. Количество кардиоми�
оцитов в полученных культурах составило
70–90% (рис. 1, б).

Остальные 10–30% клеток в полученных
культурах, по всей видимости, были представле�
ны примесными клетками, содержащимися в
сердечной ткани. Для того чтобы в дальнейшем
оценить суммарный вклад этих клеток в dPAPP�
A�специфическую протеолитическую деграда�
цию IGFBP�4 в сравнении с кардиомиоцитами,
в ходе выделения мы также получили и охаракте�
ризовали изолированную культуру примесных
клеток, не содержащую кардиомиоциты (рис. 2).
Получение культуры примесных клеток прово�
дили, как описано в разделе «Материалы и ме�
тоды». Результаты иммунофлуоресцентного ок�
рашивания культуры примесных клеток пред�
ставлены на рис. 2.

dPAPP�A�специфический протеолиз IGFBP�4
в первичной культуре кардиомиоцитов крысы. Из�
вестно, что dPAPP�A расщепляет IGFBP�4 в
кондиционированной среде фибробластов [12]
и фолликулярной жидкости яичника челове�
ка [20], быка, свиньи и лошади [21], а также сек�
ретируется в среду такими типами клеток, как
гранулезные клетки [22], гладкомышечные

клетки сосудов [23], клетки стромы эндомет�
рия [24], адипоциты сердечной ткани [25], клет�
ки эндотелия коронарной артерии человека [26]
и клетки�предшественники сердца челове�
ка [27]. В качестве модели для исследования
протеолиза IGFBP�4 в сердечной ткани в нашей
работе мы использовали первичную культуру
кардиомиоцитов крысы, содержание кардиомио�
цитов в которой составляло 70–90%. Протеоли�
тическое расщепление IGFBP�4 в кондициони�
рованной среде кардиомиоцитов и определение
концентраций NT�IGFBP�4 и CT�IGFBP�4
проводили, как описано в разделе «Материалы и
методы». Как видно на рис. 3, NT�IGFBP�4
(рис. 3, а) и СT�IGFBP�4 (рис. 3, б) образуются
в ходе протеолиза IGFBP�4 в кондициониро�
ванной среде кардиомиоцитов.

Концентрации фрагментов IGFBP�4 в конди�
ционированной среде (рис. 3, кривая 2) через 1, 3
и 24 ч после начала реакции протеолиза составля�
ли 5,3 ± 4,2 нг/мл, 50,1 ± 8,1 нг/мл и
98,3 ± 12,2 нг/мл (NT�IGFBP�4) и 4,9 ± 4,2 нг/мл,
43,1 ± 8,3 нг/мл и 95,9 ± 15,4 нг/мл (CT�IGFBP�4),
т.е. концентрация фрагментов IGFBP�4 в кон�
диционированной среде увеличивалась во вре�
мени, в то время как в образцах стерильной
культуральной среды образования фрагментов
обнаружено не было (рис. 3, кривая 4). Также
NT�IGFBP�4 и СT�IGFBP�4 не были обнаруже�
ны в кондиционированной среде кардиомиоци�
тов в нулевой момент протеолитической реак�
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Рис. 2. Иммунофлуоресцентное окрашивание культуры примесных клеток с использованием: флуоресцентного ядерного
красителя DAPI (1); антител, специфичных к сердечной изоформе тропонина I человека, конъюгированных с флуоресцент�
ной меткой Alexa�594 (2); фаллоидина, конъюгированного с флуоресцентной меткой Alexa�488 (3); наложение фотогра�
фий, сделанных в трёх флуоресцентных каналах при одинаковом увеличении (4)
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ции. После инкубации стерильной среды
DMEM с субстратной смесью в течение анало�
гичных промежутков времени образования NT�
IGFBP�4 и CT�IGFBP�4 не было выявле�
но (рис. 3, кривая 3). При этом при проведении
протеолитической реакции в стерильной сре�
де (рис. 3, кривая 1) в присутствии 500 нг/мл до�
бавленного экзогенно dPAPP�A концентрации
NT�IGFBP�4 и CT�IGFBP�4, определенные ме�
тодом ФИА, через 1, 3 и 24 ч, были в 2 раза вы�
ше, чем при отсутствии PAPP�A, что говорит о
том, что dPAPP�A проявляет протеолитические
свойства в данной среде, и данная модель под�
ходит для изучения протеолиза IGFBP�4 под
действием dPAPP�A.

Однако, как уже упоминалось ранее, dPAPP�A
и фрагменты IGFBP�4 обнаруживаются в куль�
туральной среде фибробластов человека [12] и
эндотелиальных клетках коронарной артерии
человека [26]. Данные типы клеток широко
представлены в сердечной ткани [28] и могут со�
очищаться при выделении культуры кардиомио�
цитов из сердца, т.е. входить во фракцию при�
месных клеток. Следовательно, можно ожидать,
что кардиофибробласты и эндотелиальные
клетки, присутствующие в полученной культуре
кардиомиоцитов в количестве 10–30% от обще�
го числа клеток, потенциально могут вносить
вклад в наблюдаемую нами протеолитическую
деградацию IGFBP�4. Для вычисления вклада
dPAPP�A, секретируемого примесными клетка�
ми, в итоговый уровень протеолиза IGFBP�4 мы
измерили концентрации NT�IGFBP�4 и CT�
IGFBP�4 в кондиционированной среде изоли�
рованной культуры примесных клеток, которую

получили и охарактеризовали ранее (рис. 4), и
сравнили полученные значения со значениями
концентраций NT�IGFBP�4 и CT�IGFBP�4 в
кондиционированной среде культуры с 70%�ным
содержанием кардиомиоцитов, специально по�
лученной для решения этой задачи.

Как видно из представленных результатов, в
случае культуры примесных клеток (рис. 4) наб�
людается накопление NT�IGFBP�4 и CT�
IGFBP�4 в кондиционированной среде. Концен�
трации NT�IGFBP�4 и CT�IGFBP�4 в культуре
примесных клеток через 3 и 24 ч после начала
протеолитической реакции составили 20 и
60 нг/мл и 5 и 50 нг/мл соответственно. В случае
культуры кардиомиоцитов уровень наблюдае�
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Рис. 4. Накопление NT�IGFBP�4 и СT�IGFBP�4 в конди�
ционированной среде культуры примесных клеток; n = 3

Рис. 3. Динамика образования NT�IGFBP�4 (а) и СT�IGFBP�4 (б) в ходе протеолитической реакции IGFBP�4 в течение 1,
3 и 24 ч. Стерильная среда DMEM, проинкубированная с субстратной смесью в присутствии рекомбинантного dPAPP�A
(кривая 1, пунктирная линия); кондиционированная клеточная среда, проинкубированная с субстратной смесью в при�
сутствии первичной культуры кардиомиоцитов крысы (кривая 2, серая сплошная линия); стерильная среда DMEM про�
инкубированная с субстратной смесью (кривая 3, линия из точек); стерильная среда DMEM, проинкубированная анало�
гичные промежутки времени (кривая 4, светло�серая сплошная линия); n = 12, * p < 0,05
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мого нами dPAPP�A�специфичного протеолиза
IGFBP�4 оказался приблизительно в 2,5–3 раза
выше по сравнению с фракцией примесных кле�
ток: концентрации NT�IGFBP�4 и CT�IGFBP�4
составляют 60 и 150 нг/мл и 20 и 110 нг/мл соот�
ветственно.

Далее, используя результаты иммунофлуо�
ресцентного окрашивания и учитывая концен�
трации NT�IGFBP�4 и CT�IGFBP�4 в кондицио�
нированной среде обеих культур, мы рассчитали
вклад фракции примесных клеток в протеоли�
тическую деградацию IGFBP�4 в полученной
культуре кардиомиоцитов. В том случае, когда
культура кардиомиоцитов имеет 70%�ную чис�
тоту (содержит 30% примесных клеток), кон�
центрации NT�IGFBP�4 и CT�IGFBP�4, кото�
рые образуются в результате секреции PAPP�A
примесными клетками, будут в 3,3 раза ниже,
чем в кондиционированной среде культуры,
состоящей на 100% из примесных клеток. Таким
образом, вклад протеолитической деградации
IGFBP�4, осуществляемый dPAPP�A, секрети�
руемого примесными клетками, в итоговые кон�
центрации NT�IGFBP�4 и CT�IGFBP�4 во всех
случаях составляет преимущественно 10–13%.
Следовательно, можно ожидать, что в случае
культуры кардиомиоцитов, имеющей чисто�
ту 90%, вклад примесных клеток в итоговый
уровень dPAPP�A�специфичного протеоли�
за IGFBP�4 будет ещё ниже и составит 3–4%.
Таким образом, полученные нами данные сви�
детельствуют о том, что наблюдаемый на�
ми dPAPP�A�специфичный протеолиз IGFBP�4
в основном ассоциирован с кардиомиоцитами,
а не с примесными клетками.

Известно, что специфический протеолиз
IGFBP�4 под действием dPAPP�A может проис�

ходить преимущественно в условиях, когда
IGFBP�4 находится в комплексе с IGF�II [29,
30]. Как видно на рис. 5, проведение протеоли�
тической реакции IGFBP�4 в присутствии IGF�
II (рис. 5, а и б; кривая 1) приводит к возраста�
нию концентраций NT�IGFBP�4 и CT�IGFBP�4
в кондиционированной среде кардиомиоцитов
в 3–4 раза по сравнению с их концентрациями,
определенными после проведения протеолиза в
аналогичных условиях, но при отсутствии IGF�
II (рис. 5, а и б; кривая 2).

Таким образом, суммируя полученные ре�
зультаты, представленные на рис. 3–5, можно
заключить: 1) протеолиз IGFBP�4 происходит в
кондиционированной среде первичной культу�
ры кардиомиоцитов и преимущественно ассо�
циирован именно с кардиомиоцитами, а не с
примесными клетками; 2) детекция NT�IGFBP�4
и CT�IGFBP�4 с использованием антител, спе�
цифичных к неоэпитопу, образующемуся в ре�
зультате специфического расщепления IGFBP�4
под действием dPAPP�A, а также необходи�
мость IGF�II для реализации наблюдаемого
протеолиза позволяют предположить, что про�
теолиз IGFBP�4 в кондиционированной среде
кардиомиоцитов происходит под действием
PAPP�A.

Моделирование гипертрофического ответа
кардиомиоцитов крысы под действием эндотели�
на�1. Первичная культура кардиомиоцитов хо�
рошо известна как in vitro модель для исследова�
ния механизмов гипертрофии сердечной тка�
ни [31–33]. Одним из методов индукции гипер�
трофии является длительная (более 24 ч) инку�
бация кардиомиоцитов в присутствии эндоте�
лина�1 в диапазоне концентраций 10–100 нМ
[34–37].
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Рис. 5. Образование NT�IGFBP�4 (а) и CT�IGFBP�4 (б) в ходе протеолитического расщепления IGFBP�4 в кондициони�
рованной среде первичной культуры кардиомиоцитов в присутствии (кривая 1, линия из точек) и при отсутствии IGF�
II (кривая 2, сплошная линия). Данные представлены как среднее значение ± квадратичное отклонение; n = 3, * p < 0,05
по сравнению с контролем без IGF�II
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Как видно из результатов (рис. 6), площадь
поверхности кардиомиоцитов после инкубации
в культуральной среде, содержащей 20, 50 и
100 нМ эндотелина�1, в течение 24 ч (рис. 6, б) и
48 ч (рис. 6, в) инкубации увеличивается в сред�
нем в 2, 1,8 и 4,5 раза и в 3,2, 4,4 и 6,4 раза соот�
ветственно по сравнению с площадью конт�
рольных кардиомиоцитов (культивированных
без добавления эндотелина�1).

Мы также обнаружили, что после инкубации
кардиомиоцитов с эндотелином�1 в концентра�

ции 20 нМ в кондиционированной среде наблю�
дается повышенное по сравнению с контроль�
ными клетками содержание маркёра сердечной
недостаточности – натрийуретического пептида
типа B (BNP) (рис. 7).

Кардиомиоциты инкубировали 24 и 48 ч в
присутствии или при отсутствии 20 нМ эндоте�
лина�1, после чего определяли концентрацию
BNP в культуральных средах методом флуоро�
иммунного анализа «сэндвич»�типа с использо�
ванием антител, специфичных к BNP. Из пред�
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Рис. 6. Индукция гипертрофии в первичной культуре кардиомиоцитов крысы под действием эндотелина�1. а – Фотогра�
фии кардиомиоцитов после инкубации с различными концентрациями эндотелина�1, сделанные в режиме фазового
контраста; б – зависимость площади кардиомиоцитов от концентрации эндотелина�1 при инкубации в течение 24 ч;
в – зависимость площади кардиомиоцитов от концентрации эндотелина�1 при инкубации в течение 48 ч; n = 15, * p < 0,05
по сравнению с контролем без эндотелина



СЕРЕБРЯНАЯ и др.

ставленных результатов видно, что после 24�ча�
совой инкубации с эндотелином�1 концентра�
ция BNP в гипертрофированной культуре в 3 ра�
за превышает концентрацию BNP в кондицио�
нированной среде контрольных клеток (рис. 7).
Следует отметить, что инкубация кардиомиоци�
тов с аналогичной концентрацией эндотелина�1
в течение 48 ч не приводит к увеличению концен�
трации BNP в кондиционированной среде. Мы

связываем это с цитотоксическим влиянием эн�
дотелина�1 при длительных инкубациях. Этот
эффект не был напрямую нами исследован, од�
нако при подсчёте клеток после каждого экспе�
римента мы наблюдали значительное уменьше�
ние количества жизнеспособных кардиомиоци�
тов в культуре, инкубированной с эндотелином�1
по сравнению с контрольными клетками.

Таким образом, инкубация первичной куль�
туры кардиомиоцитов в присутствии эндотели�
на�1 в концентрации 20 нМ в течение 24 ч под�
ходит для моделирования гипертрофического
ответа кардиомиоцитов, и дальнейшие исследо�
вания мы проводили при этой концентрации
эндотелина�1.

Исследование протеолиза IGFBP�4 в первич�
ной культуре кардиомиоцитов при гипертрофии.
Чтобы исследовать, связано ли увеличение кон�
центраций фрагментов IGFBP�4 с гипертрофи�
ческим ответом кардиомиоцитов, мы измерили
концентрацию протеолитических фрагментов
IGFBP�4 в культуре кардиомиоцитов при гипер�
трофии. Концентрации NT�IGFBP�4 и СТ�
IGFBP�4, измеренные после протеолиза
IGFBP�4, проведённого в течение 3 и 24 ч в кон�
диционированной среде гипертрофированных
кардиомиоцитов, превышали значения концен�
траций фрагментов в контрольных клетках в 1,2
и 3,7 раза для NT�IGFBP�4 и в 1,2 и 2,8 раза –
для CT�IGFBP�4 соответственно (рис. 8).

Однако из данных литературы известно, что
инкубация в течение 24–48 ч в присутствии эн�
дотелина�1 в концентрации 10–100 нМ приво�
дит к активации пролиферации кардиофибро�
бластов [38]. Поскольку кардиофибробласты с
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Рис. 7. Концентрация BNP в кондиционированной среде
первичной культуры кардиомиоцитов после инкубации с
эндотелином�1 в концентрации 20 нМ. В кондициониро�
ванную среду контрольных клеток добавляли воду; n = 5,
* p < 0,05

Рис. 8. Концентрация NT�IGFBP�4 и СT�IGFBP�4 в кон�
диционированной среде первичной культуры кардиомио�
цитов крысы в норме и при гипертрофии. Отношение
Cопыт/Cконтроль соответствует отношению концентраций
фрагментов IGFBP�4, измеренных в кондиционирован�
ной среде гипертрофированных кардиомиоцитов (Cопыт) и
контрольных кардиомиоцитов (Cконтроль); n = 7, * p < 0,05

Рис. 9. Концентрация NT�IGFBP�4 и СT�IGFBP�4 в кон�
диционированной среде культуры примесных клеток при
гипертрофии; n = 3
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высокой вероятностью присутствуют во фрак�
ции примесных клеток, это может способство�
вать усилению PAPP�A�специфичной деграда�
ции IGFBP�4, не связанной с кардиомиоцита�
ми. Для того чтобы проверить, как влияет инку�
бация с эндотелином�1 на количество примес�
ных клеток, мы провели подсчёт примесных
клеток до и после 24�часовой инкубации с
20 нМ эндотелином�1. Мы обнаружили, что
после инкубации изолированной культуры при�
месных клеток с эндотелином�1 наблюдается
увеличение их количества в 1,5 раза, что согла�
суется с литературными данными о стимулиру�
ющем эффекте эндотелина�1 на пролиферацию
кардиофибробластов. Далее мы определили
уровень dPAPP�A�специфичного протеоли�
за IGFBP�4 в кондиционированной среде до
и после инкубации культуры примесных клеток
с 20 нМ эндотелином�1 в течение 24 ч (рис. 9).

Из представленных результатов видно, что в
случае примесной клеточной фракции инкуба�
ция с эндотелином�1 не приводила к статисти�
чески достоверному изменению уровня dPAPP�
A�специфичного протеолиза IGFBP�4. Получен�
ные результаты подтверждают тот факт, что уси�
ление протеолитической деградации IGFBP�4
под действием dPAPP�A при гипертрофии ассо�
циировано именно с кардиомиоцитами, а не с
примесными клетками.

Таким образом, в используемой модели при
гипертрофическом ответе кардиомиоцитов
крысы наблюдается увеличение уровня протео�
лиза IGFBP�4 по сравнению с контрольными
клетками.

ОБСУЖДЕНИЕ РЕЗУЛЬТАТОВ

Исследование прогностических маркёров
ССЗ и установление причин, приводящих к воз�
растанию их концентраций в крови при разви�
тии различных патологических состояний, яв�
ляется важной задачей как с фундаментальной
научной, так и с прикладной биомедицинской
точек зрения. В нашей работе мы исследовали
механизмы, приводящие к увеличению в крови
концентраций фрагментов IGFBP�4 – прогнос�
тических маркёров развития таких ССЗ, как
СН, ишемическая болезнь сердца и острый ко�
ронарный синдром [13–16], а также ассоцииро�
ванных с повышенным риском смертности пос�
ле перенесенного инфаркта миокарда и при ост�
рой сердечной недостаточности [39]. Настоящее
исследование было посвящено установлению
взаимосвязи между уровнем протеолиза IGFBP�4
под действием PAPP�A в кардиомиоцитах и их
гипертрофическими изменениями, которые

сопровождают различные ССЗ. В нашей работе
мы впервые продемонстрировали на модели
первичной культуры кардиомиоцитов крысы,
что dPAPP�A�специфичный протеолиз IGFBP�4
протекает в кондиционированной среде кардио�
миоцитов. Мы также провели моделирование
гипертрофического ответа кардиомиоцитов и
впервые установили, что гипертрофические из�
менения кардиомиоцитов приводят к повыше�
нию уровня протеолиза IGFBP�4 по сравнению
с контрольными негипертрофированными кар�
диомиоцитами.

Из литературных данных известно, что про�
теолиз IGFBP�4 под действием PAPP�A проте�
кает в кондиционированной среде различных
клеточных линий [12, 21–27]. Однако на сегод�
няшний день в литературе нет данных о том,
происходит ли протеолитическая деградация
IGFBP�4 под действием PAPP�A в кондициони�
рованной среде кардиомиоцитов. В качестве
модели для исследования протеолиза IGFBP�4 в
кардиомиоцитах мы использовали первичную
культуру кардиомиоцитов неонатальных крыс,
которая широко применяется для изучения раз�
личных процессов, протекающих в миокар�
де [31–33, 40–42]. Несомненным преимущест�
вом данной модельной системы является её
приближённость по физиологическим свой�
ствам к ткани сердечной мышцы. Однако ис�
пользование такой культуры сопряжено с рядом
сложностей, главной из которых является её ге�
терогенность (содержание кардиомиоцитов в
ней составляет 70–90%, остальная часть клеток
представлена кардиофибробластами и клетками
эндотелия). Контаминация культуры кардиомио�
цитов другими типами клеток сердечной ткани
может вносить свой вклад в изучаемые молеку�
лярные механизмы, влияя на исход экспери�
мента. Нам удалось впервые провести протеоли�
тическое расщепление IGFBP�4 в кондициони�
рованной среде кардиомиоцитов и детектиро�
вать NT�IGFBP�4 и CT�IGFBP�4 с использова�
нием пар антител, специфичных к неоэпито�
пам, образующимся на N� и С�фрагментах в ре�
зультате протеолиза IGFBP�4 под действием
dPAPP�A. Из литературных данных известно,
что фибробласты и эндотелиальные клетки спо�
собны секретировать dPAPP�A [12, 26], следова�
тельно, присутствие таких типов клеток в итого�
вой первичной культуре кардиомиоцитов может
влиять на наблюдаемую нами протеолитичес�
кую деградацию IGFBP�4. В связи с этим мы
оценили вклад суммарной фракции примесных
клеток в dPAPP�A�специфичную деградацию
IGFBP�4, наблюдаемую нами в первичной куль�
туре кардиомиоцитов, который составил при�
мерно 10–13% от общего уровня итогового про�

БИОХИМИЯ  том  86  вып.  11  2021

1629



СЕРЕБРЯНАЯ и др.

теолиза IGFBP�4 в случае культуры кардиомио�
цитов 70%�ной чистоты. В случае, когда чистота
культуры кардиомиоцитов достигала 90%, мож�
но предположить, что вклад суммарной фрак�
ции примесных клеток в dPAPP�A�специфич�
ную деградацию IGFBP�4 будет состав�
лять 3–4%. Таким образом, мы впервые проде�
монстрировали, что PAPP�A�специфичный про�
теолиз IGFBP�4 протекает в первичной культуре
неонатальных кардиомиоцитов крысы, и он ас�
социирован преимущественно с кардиомиоци�
тами, а не с примесными клетками. Интересным
фактом является то, что динамика накопления
NT�IGFBP�4 и CT�IGFBP�4 в кондициониро�
ванных средах кардиомиоцитов и примесных
клеток различается. Вероятно, это связано с тем,
что состав кондиционированных сред в случае
обеих культур, которые представлены данными
типами клеток, также может быть разным. Кон�
диционированные среды кардиомиоцитов и
примесных клеток могут содержать компоненты
(например, различные протеазы), которые могут
по�разному влиять на стабильность NT�IGFBP�4
и CT�IGFBP�4 (особенно при длительных инку�
бациях) и, как следствие, на их детекцию с ис�
пользованием ФИА «сэндвич»�типа. Мы также
обнаружили, что для реализации протеолиза
IGFBP�4 в кондиционированной среде кардио�
миоцитов необходимо присутствие IGF�II, что
согласуется с данными литературы [29, 30]. Та�
ким образом, мы впервые показали возмож�
ность протекания dPAPP�A�специфичного про�
теолиза IGFBP�4 в первичной культуре кардио�
миоцитов крысы в норме и доказали, что наблю�
даемая нами PAPP�A�специфичная деградация
IGFBP�4 ассоциирована именно с кардиомио�
цитами, а не примесными клетками, что являет�
ся новыми данными, не представленными в ли�
тературе. Основываясь на литературных дан�
ных [4, 7, 27], можно предположить, что расщеп�
ление IGFBP�4 под действием dPAPP�A будет
приводить к разрушению комплекса IGFBP�4 с
IGF, высвобождению IGF и активации в мио�
карде таких процессов, как пролиферация, миг�
рация и клеточный рост. Регенеративные свой�
ства IGF хорошо изучены и описаны для широ�
кого спектра клеточных линий и активно ис�
пользуются для терапии различных заболева�
ний [43–45]. Следовательно, по аналогии с пре�
дыдущими исследованиями можно ожидать, что
высвобождение IGF в результате dPAPP�A�зави�
симого протеолиза IGFBP�4 может быть важ�
ным механизмом для поддержания жизнеспо�
собности кардиомиоцитов в норме.

В значительном количестве исследований
было показано, что экспрессия dPAPP�A и по�
вышенный уровень протеолиза IGFBP�4 ассо�

циированы с риском развития таких ССЗ, как
ИБС и ОКС, а также риском смертности у паци�
ентов после перенесенного инфаркта миокарда
и при острой СН [13–16, 39], однако механиз�
мы, лежащие в основе этих явлений, не исследо�
ваны. В этой связи важно было изучить возмож�
ные причины увеличения уровня протеолиза
IGFBP�4 при ССЗ. В настоящем исследовании
мы предположили, что одним из факторов, спо�
собствующих увеличению уровня протеолиза
IGFBP�4, может быть гипертрофическое изме�
нение сердечной мышцы, выражающееся в уве�
личении размеров кардиомиоцитов и ускорении
в них белкового синтеза в ответ на физиологи�
ческие или патологические стимулы. В нашей
работе нам удалось смоделировать гипертрофи�
ческий ответ на первичной культуре кардиомио�
цитов крысы с использованием эндотелина�1.
Данный подход хорошо описан в ряде исследо�
ваний [35–37]. После 24�часовой инкубации с
20 нМ эндотелином�1 кардиомиоциты сущест�
венно увеличивались в размерах и демонстриро�
вали значительное увеличение секреции маркё�
ра гипертрофии BNP, что согласуется с данны�
ми, описанными в литературе [36, 37]. Измерив
концентрации NT�IGFBP�4 и CT�IGFBP�4 в
кондиционированной среде кардиомиоцитов
после индукции гипертрофии, мы обнаружили,
что уровень протеолиза IGFBP�4 в кондицио�
нированной среде гипертрофированной культу�
ры в несколько раз превышает таковой в конт�
рольных негипертрофированных кардиомиоци�
тах. При этом в условиях индукции гипертро�
фии (инкубация с 20 нМ эндотелином�1 в тече�
ние 24 ч) в культуре кардиомиоцитов хоть и наб�
людается увеличение общего количества при�
месных клеток в 1,5 раза, усиления PAPP�A�спе�
цифичного протеолиза IGFBP�4 при этом не
происходит. Таким образом, повышение уровня
PAPP�A�специфичного протеолиза IGFBP�4
при гипертрофии связано исключительно с ги�
пертрофическими изменениями кардиомиоци�
тов, а не с воздействием эндотелина�1 на при�
месные клетки, содержащиеся в используемой
культуре. Эти данные впервые позволяют обоз�
начить взаимосвязь между возрастанием концен�
траций NT�IGFBP�4 и CT�IGFBP�4 и гипертро�
фическими изменениями кардиомиоцитов, ко�
торые, как упоминалось выше, сопровождают
многие ССЗ и проясняют функцию dPAPP�A в
миокарде в норме и при его гипертрофических
изменениях. По всей видимости, усиление
dPAPP�A�зависимого протеолиза IGFBP�4 при
гипертрофии будет приводить к повышенной по
сравнению с нормой активации IGF. Данные о
функциях IGF при патологиях миокарда доста�
точно противоречивы. С одной стороны, в ряде
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исследований подробно описаны кардиопро�
текторные свойства IGF при различных сердеч�
но�сосудистых патологиях, в том числе и при
гипертрофии [46–49]. В 2009 г. Vinciguerra et al.
[46] продемонстрировали, что оверэкспрессия
IGF�I в неонатальных кардиомиоцитах, переве�
дённых в гипертрофированное состояние, по�
вышает экспрессию кардиопротекторных генов
(генов, экспрессия которых ассоциирована с
низкой вероятностью возникновения ССЗ), та�
ких, как гены адипонектина, разобщающего
белка 1 (UCP�1) и металлотионеина 2. В 2018 г.
Yeves et al. [47] продемонстрировали, что IGF�1
обладает кардиопротекторным действием на
модели спонтанно гипертензивных крыс. В ис�
следованиях, проведённых Sui et al. [48] и
Lin et al. [49], оверэкспрессия IGF�II и IGF�I со�
ответственно улучшала функцию сердца после
инфаркта миокарда у мышей. С другой стороны,
в ряде исследований, напротив, показано, что
IGF является индуктором патологической гипер�
трофии кардиомиоцитов [50–53], т.е. можно
предположить, что его высвобождение в резуль�
тате dPAPP�A�специфичного протеолиза
IGFBP�4 при гипертрофии будет приводить к
ещё большему развитию гипертрофии. Таким
образом, обнаруженное нами усиление dPAPP�
A�зависимого протеолиза и, как следствие, воз�
можное высвобождение IGF при гипертрофи�
ческих изменениях кардиомиоцитов может, с
одной стороны, представлять собой потенци�
альный механизм для компенсации негативных
воздействий на клеточные процессы, вызван�
ные гипертрофией, а с другой стороны, напро�
тив, усиливать гипертрофические изменения.
Очевидно, что данная проблема требует даль�
нейшего изучения.

Таким образом, результаты, полученные в
настоящей работе, свидетельствуют о протека�
нии процессов dPAPP�A�зависимого протеоли�
за IGFBP�4 в кардиомиоцитах в норме и их ак�
тивизации в гипертрофированной ткани. Во�
первых, это позволяет предположить, что в сер�
дечной ткани в норме биодоступность IGF зави�

сит от экспрессии и ферментативной активнос�
ти PAPP�A, что может играть роль в регуляции
жизнеспособности кардиомиоцитов. Во�вто�
рых, усиление dPAPP�A�зависимого протеолиза
IGFBP�4 и, как следствие, высвобождения IGF
при гипертрофии может быть как механизмом
для компенсации негативных воздействий на
клеточные процессы, вызванные гипертрофи�
ческими изменениями, так и стимулировать эти
изменения. И, наконец, результаты данной ра�
боты позволяют установить взаимосвязь между
увеличением уровня протеолиза IGFBP�4 под
действием dPAPP�A и гипертрофическими из�
менениями кардиомиоцитов, сопровождающи�
ми некоторые ССЗ, которая раньше не была ис�
следована, и частично проясняют роль dPAPP�A
в миокарде в норме и при его патологических
изменениях. Активация dPAPP�A�зависимого
протеолитического расщепления IGFBP�4 при
гипертрофии кардиомиоцитов открывает воз�
можности для исследования не изученных ранее
механизмов развития различных ССЗ.
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OF RAT NEONATAL CARDIOMYOCYTES IN NORMAL
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Cardiovascular disease (CVD) is one of the leading causes of death and disability worldwide. Pregnancy�associated
plasma protein�A (PAPP�A) is a matrix metalloprotease localized on the cell surface. One of the substrates that
PAPP�A cleaves is IGFBP�4 (insulin�like growth factor binding protein�4), a member of the family of proteins that
bind IGF (insulin�like growth factor). Proteolysis of IGFBP�4 by PAPP�A occurs at a specific site, results in forma�
tion of two proteolytic fragments – N�terminal (NT�IGFBP�4) and C�terminal (CT�IGFBP�4) – and leads to the
release of IGF, which activates various cellular processes including migration, proliferation, and cell growth. An
increased levels of proteolytic IGFBP�4 fragments correlate with the development of complications and the risk of
death of patients with such CVD as coronary heart disease, acute coronary syndrome, and heart failure. However,
there is no direct evidence of the PAPP�A�specific proteolysis of IGFBP�4 in cardiac tissue in normal and patholog�
ical conditions. In the present study, using a model of a primary culture of rat neonatal cardiomyocytes, we have
demonstrated that (i) proteolysis of IGFBP�4 by PAPP�A occurs in the conditioned medium of cardiomyocytes,
(ii) an increase of PAPP�A�specific IGFBP�4 proteolysis is observed when cardiomyocytes are transferred to a hyper�
trophic state. Thus, it can be assumed that the enhancement of IGFBP�4 cleavage and hypertrophic changes in car�
diomyocytes accompanying CVD are interrelated, and PAPP�A appears to be the one of the activators of IGF�depen�
dent processes in normal and hypertrophic cardiomyocytes.

Keywords: cardiovascular diseases, heart failure, cardiomyocytes, primary culture, proteolysis, PAPP�A, IGFBP�4,
hypertrophy, endothelin�1


