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Введение.

   Среди болезней сердечно-сосудистой системы одной из самых распространенных является ишемическая болезнь сердца. Ишеми́ческая болезнь сердца (ИБС) — патологическое состояние, характеризующееся абсолютным или относительным нарушением кровоснабжения миокарда вследствие поражения коронарных артерий сердца. 

   Инфаркт миокарда — одна из клинических форм ишемической болезни сердца, протекающая с развитием ишемического некроза участка миокарда.

   Возникновение инфаркта миокарда обусловлено острой недостаточностью кровоснабжения сердечной мышцы, при этом кардиомиоциты не получают достаточного количества кислорода и веществ, необходимых для нормального течения метаболических процессов в клетке, а так же присходит накопление конечных метаболитов. 

   Инфаркт миокарда - очень распространённое заболевание, одна из основных причин смертности, а также временной и стойкой утраты трудоспособности населения в развитых странах мира. 

   В 80-е гг. проявилась тенденция к снижению смертности от ИБС, но тем не менее в развитых странах Европы она составила около половины общей смертности населения при сохранении значительной неравномерности распределения среди контингентов лиц разного пола и возраста. В США в 80-е гг. смертность мужчин в возрасте 35-44 лет составляла около 60 на 100 000 населения, причём соотношение умерших мужчин и женщин в этом возрасте было примерно 5:1. К возрасту 65-74 лет общая смертность от ИБС лиц обоего пола достигла более 1600 на 100 000 населения, а соотношение между умершими мужчинами и женщинами этой возрастной группы снижалось до 2:1.

    Современные методы лечения ИБС основаны на восстановлении кровоснабжения в ишемизированной области миокарда. Однако даже у людей с восстановленным кровоснабжением ишемизированых участков миокарда наблюдаются значительные повреждения тканей сердца. Не смотря на то, что состояние больных с ИБС улучшается при проведении реперфузии, инфаркт миокарда предотвратить не удается, однако можно предположить, что морфологическая картина миокарда в условиях ишемии и ишемии-реперфузии различна между собой и отличается от строения интактного миокарда.

Обзор литературы.

    Непрерывная работа сердца требует устойчивого и надежного энергоснабжения. Питание сердечной мышцы - миокарда происходит через собственные, так называемые коронарные артерии. Закупорка одной из артерий прекращает кровоснабжение питаемого артерией участка сердечной мышцы и возникает ишемия ткани. Продолжительный период ишемии приводит к гибели мышечных клеток - кардиомиоцитов, и это состояние врачами обозначается как инфаркт миокарда. Если ишемия возникла как результат преходящего спазма сосуда и была кратковременной, то после возобновления кровотока (реперфузии) утраченная сократительная активность данного участка может быть полностью восстановлена.

    При внезапной ишемии миокарда прекращается синтез АТФ в митохондриях и в клетках происходит быстрое снижение уровня Кф, а затем и АТФ. Недостаточное энергоснабжение по-разному сказывается на функции клеточных органелл. Наиболее глубоко нарушается функция сократительного аппарата - основного потребителя энергии. Недостаток АТФ в миофибриллах проявляется двояким образом - уменьшается количество связей-мостиков между актиновыми и миозиновыми нитями и зависимая от них сила сокращения, а также возникают неразмыкающиеся связи между некоторыми молекулами миозина и актина, в результате дальнейшее перемещение нитей в данном саркомере становится невозможным - возникает контрактура. Она длится до тех пор, пока не будет рефосфорилирована молекула АДФ. Следствием контрактуры является нарушение растяжимости миокарда, затрудняющее наполнение сердца и снижающее его насосную функцию( В. И. Капелько, 2000).

   Образование активных форм кислорода и оксидативная модификация макромолекул - нормальные и важные биологические процессы. Но образование избытка кислородных радикалов может повреждать клетки и способствовать развитию многих болезней. Антиоксидантная система защищает клетки от повреждений. Открыта редокс-регуляция многих важных процессов (В. И. Кулинский, 1999).

   Проведение реперфузионной терапии даже в очень ранние сроки (1-2 ч) сопровождается бурной гибелью кардиомиоцитов. Предикторы разрушения клеток и воспаления образуются во время ишемии: в ткани накапливается оксид азота (NO), нарушается работа цепей переноса, электронов в митохондриях и накапливается большое число восстановленных молекул; это основные причины образования активных форм кислорода во время реперфузии. Супероксид-анион и такие агрессивные молекулы, как гидроксил-радикал, перекись водорода, пероксинитрит играют первостепенную роль в окислении липидов мембран, окислении и нитрозилировании белков, повреждении нуклеиновых кислот, как следствие - нарушение структуры мембраны клетки и работы ферментов, блокирование работы митохондрий и снижение синтеза АТФ. Чем больше времени прошло от начала ишемии, тем больше накоплено патологических изменений, приводящих к дополнительной гибели кардиомиоцитов как за счет некроза, так и за счет апоптоза.
   В любом случае - с реперфузией или без нее, в зоне поражения развивается воспалительная реакция, которая существенно увеличивает зону некроза миокарда ( С. А. Гаврилова и др., 2008).

Гипотеза: поскольку главные механизмы гибели клеток при необратимой  ишемии и ишемии-реперфузии отличаются, в первом случае первостепенное значение придают метаболическим нарушениям, во втором – свободнорадикальному поражению и генирализованному воспалению, морфологическая картина миокарда крыс в условиях ишемии и ишемии-реперфузии должна быть различной и отличаться от строения интактного миокарда.

Цель. На микроскопическом уровне оценить морфологическую характеристику инфаркта миокарда крыс в области риска и не задетых ишемией областях в модели ишемии и ишемии-реперфузии.
Задачи.  
1. Освоить методику приготовления препаратов для световой микроскопии.

2. На светооптическом уровне сравнить степень повреждения кардиомиоцитов в миокарде крыс в условиях ишемии и ишемии-реперфузии.

3. Сравнить выраженность реакции воспаления в разных отделах миокарда крыс в моделях ишемии и ишемии-реперфузии.

Материалы и методы.
Эксперимент проводили на крысах Rattus norvegicus массой 300-400 г. Крысам была произведена перевязка левой коронарной артерии под хлоралгидратным наркозом (доза 400 мг/кг). Части крыс произведена реперфузия через 2,5 часа после перевязки артерии. Через 3 суток выполняли эвтаназию и производили забор материала из передней, боковой стенок левого желудочка и межжелудочковой перегородки. Фиксацию, проводку и заливку материала для световой микроскопии проводили по стандартной методике. Из полученного материала были изготовлены срезы толщиной 5 микрон и стандартно окрашены гематоксилином-эозином. 

Стандартная методика фиксации, проводки и заливки материала для световой микроскопии:

1. Отпрепарированные кусочки из передней, боковой стенок и межжелудочковой перегородки помещались в общую емкость с 10%-ным нейтральным формалином и оставлялись на ночь.

2. На другое утро материал для световой микроскопии отмывался от формалина в холодной проточной воде в течение 7 часов, а затем каждый кусочек помещался в отдельную емкость с 4-5 мл 70%-ного этилового спирта и оставлялся на ночь.

3. Из емкостей с кусочками материала сливался спирт и добавлялось по 4 мл 96%-ного этилового спирта. Закрытые флаконы оставлялись на 1,5 часа. Затем спирт сливался и в каждый флакон добавлялось по 4 мл 100%-ного этилового спирта. Закрытые флаконы оставлялись на 3 часа. Затем спирт сливаем и в каждый флакон добавлялось по 4 мл хлороформа. Флаконы тщательно закупоривались и оставлялись на 40 мин. Через 40 мин из флаконов выливался хлороформ и в каждую емкость добавлялась смесь 0,5 мл хлороформа с 0,5 мл расплавленного гистомикса (парафина), флаконы закупоривались и помещались на ночь в термостат при температуре 37 градусов по Цельсию.

4. В расплавленный парафин в специальном планшете помещались образцы ткани и оставлялись в термостате при температуре 65 градусов по Цельсию на 3 часа. Затем расплавленный парафин заливался в заранее приготовленные коробочки из бумаги и в каждую коробочку помещался один образец ткани так, чтобы парафин закрывал его со всех сторон. Образцы оставлялись на ночь при комнатной температуре.

5. Готовые образцы освобождались из коробочек и помещались на деревянные кубики, затем фиксировались с помощью расплавленного парафина. В таком виде готовые образцы хранились в холодильнике.

Результаты.

Результаты эксперимента представлены в таблице 1.

Для сравнения гистологической картины миокарда при разных видах повреждений (необратимой ишемии и ишемии-реперфузии) брали участки интактного миокарда – крысам из этой группы не проводили никакого оперативного вмешательства. Соответственно, гистологическая картина интактного миокарда соответствует строению здоровой мышечной стенки сердца. Кардиомиоциты во всех областях забора материала (передняя, боковая стенки и межжелудочковая перегородка) имеют ровные контуры, границы между клетками четкие, ядра сохранны, имеется поперечная исчерченность. В сосудах наблюдали нормальное количество эритроцитов, кровоизлияния отсутствовали. Немиоцитарные клетки выявляли в небольшом количестве.

Группа необратимой ишемии

В области передней стенки левого желудочка у крыс из группы необратимой ишемии на срезах обнаруживали обширную зону гибели КМЦ: контуры погибших клеток были нечетки, местами клетки сливались в сплошную массу; ядер в клетках не было, не было поперечной исчерченности. Обнаруживали только единичные выжившие клетки с более-менее структурированной цитоплазмой и сохранным ядром, зачастую со следами конденсации хроматина. На срезах были видны небольшие кровоизлияния, по периферии зоны некроза наблюдали выраженную инфильтрацию ткани лимфоцитами, нейтрофилами, макрофагами. Сосуды в толще ткани были в основном пусты.


В области боковой стенки и межжелудочковой перегородки крыс из группы необратимой ишемии по сравнению с интактным контролем количество поврежденных клеток было больше (с разволокненной цитоплазмой - возможно следы отека), чаще встречались ядра клеток неравномерной окраски, со следами конденсации хроматина. На продольно срезанных кардиомиоцитах встречались контрактуры (участки пересокращения кардиомиоцитов), поперечная исчерченность также наблюдали, но реже чем в группе интактного контроля. Количество немиоцитарных клеток на срезе также было несколько больше, обращало на себя внимание выраженное полнокровие сосудов.

Группа ишемии-реперфузии

В области передней стенки левого желудочка крыс из группы ишемии-реперфузии по сравнению с группой необратимой ишемии зона полной гибели КМЦ меньше, однако всю или большую часть этой зоны занимает мощное кровоизлияние. В зоне гибели КМЦ обнаруживается большое количество немиоцитарных клеток: нейтрофилов, лимфоцитов, макрофагов, эозинофилов (возможно макрофаги с поглощенными эозинофильными структурами - остатками КМЦ). Обращает на себя внимание выраженное полнокровие сосудов, иногда со следами разрывов стенки и выходом эритроцитов в ткань, в сосудах были видны лимфоидные клетки в состоянии качения. На срезах встречались единичные клетки с четкими контурами и нормальным ядром, большая часть КМЦ вне зоны некроза имеют разволокненную цитоплазму, ядра неравномерной окраски со следами конденсации хроматина, очень часто встречаются контрактуры кардиомиоцитов, поперечной исчерченности нет. 


В области боковой стенки и, в особенности, межжелудочковой перегородки при ишемии-реперфузии в отличие от необратимой ишемии и интактного контроля обнаруживались существенные изменения. Помимо выраженного полнокровия сосудов и большего чем в группе необратимой ишемии количества немиоцитарных клеток на срезе, существенная часть КМЦ имела неровные контуры, цитоплазма таких клеток была окрашена неравномерно, часто встречались ядра неравномерной окраски со следами конденсации хроматина. На продольных срезах пучков КМЦ очень часто встречались контрактуры (иногда целые поля зрения были заполнены КМЦ с контрактурами), поперечная исчерченность так же встречалась, но в небольших количествах. Вышеописанные изменения были особенно выражены в области межжелудочковой перегородки, что возможно связано с особенностями кровоснабжения данной области или распределением нагрузки в сердце после инфаркта.

Таблица 1. Морфологические характеристики разных областей миокарда крыс  в условиях ишемии и ишемии-реперфузии.

Признак
Интактный контроль
Необратимая ишемия
Ишемия-реперфузия


ПС
БС
МП
ПС
БС
МП
ПС
БС
МП

Поперечная исчерченность кардиомиоцитов
+++
+++
+++
-
+
++
-
+
+

Степень повреждения клеток
-
-
-
+++++
++
++
++++
+++
+++

Кровоизлияние в ткань миокарда
-
-
-
++
-
-
+++
-
-

Инфильтрация ткани клетками воспаления
+
+
+
+++
++
++
+++++
+++
+++

Контрактуры кардиомиоцитов
-
-
-
+
+
+
+++
++
+++

Расшифровка использованных в таблице обозначений.

1) Поперечная исчерченность КМЦ:

«-» - отсутствует

«+» - наблюдаются единичные волокна продольной направленности с поперечной исчерченностью

«++» - встречаются пучки продольных волокон с поперечной исчерченностью, однако видны они не везде

«+++» - поперечная исчерченность видна везде или почти везде на продольно срезанных КМЦ

2) Степень повреждения КМЦ:

«-» - погибших клеток, клеток с нечеткими контурами, разволокненной цитоплазмой, конденсированным ядром нет

«+» - наблюдаются единичные поврежденные клетки, некроза нет

«++» - сливающиеся участки разволокненных клеток с нечеткими контурами, часто видны конденсированные ядра, некроза нет

«+++» - поврежденные участки занимают большую площадь (больше поля зрения), на больших участках у клеток ядер нет вообще, выраженной зоны некроза нет

«++++» - существенную часть среза занимает зона некроза; все или почти все клетки вне зоны некроза имеют неровные, нечеткие контуры, разволокненную цитоплазму, конденсированные ядра

«+++++» - единичные клетки с ядрами; основную часть среза занимает зона некроза (бесструктурная масса поврежденных КМЦ)

3) Выраженность кровоизлияний:

«-» - кровоизлияний нет

«+» - наблюдаются мелкие единичные кровоизлияния

«++» - большие кровоизлияния (до поля зрения)

«+++» - многочисленные обширные кровоизлияния занимающие большую часть среза

4) Количество немиоцитарных клеток (НМК) на срезе (нейтрофилы, лимфоциты, макрофаги, фибробласты и т.п.)

«-» - немиоцитарных клеток нет (не встречается соответственно)

«+» - небольшое количество НМК между кардиомиоцитами

«++» - относительно небольшое количество НМК, встречаются единичные инфильтраты

«+++» - крупные инфильтраты (в том числе по краю зоны некроза при необратимой ишемии) или большое число мелких

 «++++» - очень большое количество НМК, инфильтраты занимают большую часть среза (инфильтрация зоны некроза при реперфузии).

5) Количество контрактур на продольно ориентированных кардиомиоцитах (в патоморфологии считается признаком реперфузионного повреждения)

«-» - контрактур нет

«+» - контрактуры на единичных клетках

«++» - существенное количество контрактур

«+++» - контрактуры встречаются повсеместно

Обсуждение результатов.

    При ишемии воспаление быстро охватывает ишемизированые ткани, поэтому даже не смотря на восстановление кровоснабжения наблюдались значительные повреждения клеток в группе ишемии-реперфузии.

   В группе контроля наблюдалась хорошо выраженная поперечная исчерченность кардиомиоцитов, погибшие клетки, кровоизлияния и контрактуры  отсутствовали, присутствовала незначительная инфильтрация ткани клетками воспаления.

   В группе необратимой ишемии в передней стенке, лишенной кровоснабжения, поперечная исчерченность кардиомиоцитов отсутствует, степень повреждения клеток очень велика, наблюдались кровоизлеяния, присутствовали клетки воспаления и контрактуры. В группе ишемии-реперфузии так же как и в группе необратимой ишемии отсутствует поперечная исчерченность кардиомиоцитов, наблюдались обширные кровоизлеяния в ткань и большое число клеток воспаления, еще более высокая степень повреждения клеток, чем в группе необратимой ишемии. Такой результат можно объяснить тем, что при восстановлении кровоснабжения вместе с веществами, необходимыми для жизнедеятельности клеток в ткань поступают клетки воспаления, развивается воспалительная реакция, вследствие чего зона некроза миокарда еще более увеличивается. Кроме того, в клетках ишемической ткани накапливается оксид азота (II), происходит нарушение цепей переноса электронов в митохондриях, и накапливается большое количество восстановленных молекул, являющихся основной причиной образования активных форм кислорода во время реперфузии, образуется большое число свободных радикалов, способствующих разрушению клеток.

   Кардиомиоциты стенок сердца, не затронутых ишемией (боковые стенки и межжелудочковые перегородки) отличаются от клеток группы контроля по ряду признаков: в них слабо выражена поперечная исчерченность,  присутствуют поврежденные клетки и клетки воспаления, часто встречаются контрактуры.

  Существуют несколько гипотез, объясняющих этот результат. Возможно, кардиомиоциты тканей сердца, не лишенных кровоснабжения теряют способность к сокращению вследствие распространения воспаления, либо из-за нарушения работы щелевых контактов, обеспечивающих быстрое проведение импульса  от клетки к клетке, благодаря чему координируется сокращение сердечной мышцы.

Выводы.

1. Освоена методика приготовления препаратов для световой микроскопии.

2. На светооптическом уровне степень повреждения кардиомиоцитов в миокарде крыс в условиях ишемии-реперфузии более выражена в разных зонах миокарда, чем у крыс снеобратимой перевязкой коронарной артерии.

3. Признаки воспалительной реакции также ярче в сердце крыс с реперфузией коронарной артерии по сравнению с необратимой ишемией.

4. Чтобы определить необратимость и тяжесть выявленных изменений, требуется провести дополнительные исследования.
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Приложение.

Примеры гистологических срезов миокарда крысы.
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Продольный срез миокарда. Хорошо видны ядра (темные точки) и поперечная исчерченность. Поврежденные клетки, клетки воспаления и кровоизлияния отсутствуют.
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Продольный срез. Границы многих клеток нарушены, поперечная исчерченность не видна. Присутствует обширное кровоизлеяние. 
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Поперечный срез. Область в центре, в левом и правом верхнем углах снимка – кровеносные сосуды со скоплением эритроцитов.  
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