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Çàâèñèìîñòü îðãàíèçàöèè ñîêðàòèòåëüíîãî àïïàðàòà êàðäèîìèîöèòîâ îò âíåêëåòî÷íîãî ìàòðèêñà

Â ïðîöåññå êóëüòèâèðîâàíèÿ êàðäèîìèîöèòîâ ïðîèñõîäèò ðåîðãàíèçàöèÿ èõ ñîêðàòèòåëüíîãî àïïà-
ðàòà ñ ïðåîáðàçîâàíèåì òèïè÷íûõ ìèîôèáðèëë â ñòðóêòóðû íåìûøå÷íîãî òèïà è ïîñëåäóþùèì âîññòà-
íîâëåíèåì èñõîäíîé îðãàíèçàöèè. Ïðè÷èíû è ìåõàíèçìû îïèñàííûõ ïåðåñòðîåê íåèçâåñòíû. Â õîäå íà-
ñòîÿùåé ðàáîòû áûëî ïîêàçàíî, ÷òî ïðè êóëüòèâèðîâàíèè êàðäèîìèîöèòîâ íà îòäåëüíûõ áåëêàõ âíåêëå-
òî÷íîãî ìàòðèêñà (ÂÊÌ), à òàêæå íà ìàòðèêñå, íàðàáîòàííîì ñåðäå÷íûìè ôèáðîáëàñòàìè èëè òàêèìè
æå êàðäèîìèîöèòàìè, ïåðèîä íàõîæäåíèÿ ñîêðàòèòåëüíîãî àïïàðàòà â ïåðåñòðîåííîì ñîñòîÿíèè ñîêðà-
ùàåòñÿ, òîãäà êàê ðàñòâîðèìûå ôàêòîðû êîíäèöèîíèðîâàííîé êóëüòóðàëüíîé ñðåäû íå îêàçûâàþò ÿâíî-
ãî âëèÿíèÿ íà óêàçàííûå ïåðåñòðîéêè. Ñ ïîìîùüþ àäàïòèðîâàííîãî äëÿ êàðäèîìèîöèòîâ ìåòîäà âûäå-
ëåíèÿ ñåêðåòèðóåìîãî èìè ÂÊÌ íàìè áûëî ïîäòâåðæäåíî, ÷òî â ïðîöåññå êóëüòèâèðîâàíèÿ êàðäèîìèî-
öèòû ñàìè íàðàáàòûâàþò ÂÊÌ, êîòîðûé ïî ñîñòàâó îòëè÷àåòñÿ îò ÂÊÌ ñåðäå÷íûõ ôèáðîáëàñòîâ è
ìåíÿåòñÿ â çàâèñèìîñòè îò ñðîêîâ êóëüòèâèðîâàíèÿ.

Ê ë þ ÷ å â û å ñ ë î â à: êàðäèîìèîöèòû, ñîêðàòèòåëüíûé àïïàðàò, âíåêëåòî÷íûé ìàòðèêñ.

Ï ð è í ÿ ò û å ñ î ê ð à ù å í è ÿ: ÂÊÌ — âíåêëåòî÷íûé ìàòðèêñ.

Êàðäèîìèîöèòû ïðåäñòàâëÿþò ñîáîé ìûøå÷íûå
êëåòêè ñåðäöà, êîòîðûå îáåñïå÷èâàþò åãî ñîêðàòèòåëü-
íóþ ôóíêöèþ. Êàðäèîìèîöèòû èìåþò âûñîêîîðãàíèçî-
âàííûé ñîêðàòèòåëüíûé àïïàðàò, ïðåäñòàâëåííûé ìèî-
ôèáðèëëàìè. Ìèîôèáðèëëû îáðàçîâàíû àêòèíîâûìè è
ìèîçèíîâûìè ôèëàìåíòàìè, êîòîðûå âìåñòå ñî âñïîìî-
ãàòåëüíûìè áåëêàìè ôîðìèðóþò ñòðóêòóðíî-ôóíêöèî-
íàëüíûå åäèíèöû (ñàðêîìåðû), ðåãóëÿðíàÿ îðãàíèçàöèÿ
êîòîðûõ îáåñïå÷èâàåò ïîïåðå÷íóþ èñ÷åð÷åííîñòü ìèî-
ôèáðèëë (Huxley, 1953; Squire, 1974; Wang, 1984).

Äàâíî èçâåñòíî, ÷òî êàðäèîìèöèòû ìîæíî ïåðåâî-
äèòü â êóëüòóðó è êóëüòèâèðîâàòü â òå÷åíèå äëèòåëüíîãî
âðåìåíè. Îäíàêî â ïðîöåññå êóëüòèâèðîâàíèÿ êëåòêè òå-
ðÿþò ñâîþ òèïè÷íóþ îðãàíèçàöèþ è ñïîñîáíîñòü ê ñî-
êðàùåíèþ. Ïðè ýòîì ïðîèñõîäèò ïåðåñòðîéêà èõ ñîêðà-
òèòåëüíîãî àïïàðàòà, êîòîðàÿ çàêëþ÷àåòñÿ â èñ÷åçíîâå-
íèè òèïè÷íûõ ìèîôèáðèëë è ïîÿâëåíèè ñòðóêòóð,
íàïîìèíàþùèõ ïî ìîðôîëîãèè ñòðóêòóðû ñîêðàòèòåëü-
íîãî àïïàðàòà íåìûøå÷íûõ êëåòîê (ñòðåññ-ôèáðèëëû)
(Nag, Cheng, 1981; Nag et al., 1983; Atherton et al., 1986;
Áîðèñîâ è äð., 1989; Messerli et al., 1993; Nag et al., 1996).
Ïðè÷èíû è ìåõàíèçìû îïèñàííûõ ïåðåñòðîåê íåèçâåñò-
íû. Âåðîÿòíî, îíè ñâÿçàíû ñ ïîòåðåé êëåòêàìè èõ åñòåñò-
âåííîãî ìèêðîîêðóæåíèÿ ïðè ïåðåâîäå â êóëüòóðó. Ïðè
ýòîì áûëî óñòàíîâëåíî, ÷òî êàðäèîìèîöèòû â õîäå äëè-
òåëüíîãî êóëüòèâèðîâàíèÿ ñïîñîáíû ïî÷òè ïîëíîñòüþ
âîññòàíàâëèâàòü èñõîäíóþ îðãàíèçàöèþ ñîêðàòèòåëüíîãî
àïïàðàòà è çàíîâî ïðèîáðåòàòü ñïîñîáíîñòü ê ñîêðà-
ùåíèþ (Nag et al., 1983, 1996; Áîðèñîâ è äð., 1989; Mes-
serli et al., 1993). Òàêîå âîññòàíîâëåíèå ñâèäåòåëüñòâóåò
î òîì, ÷òî êëåòêè íå îêîí÷àòåëüíî óòðà÷èâàþò ñâîè èñ-

õîäíûå ñâîéñòâà è, âåðîÿòíî, â ïðîöåññå êóëüòèâèðî-
âàíèÿ ñïîñîáíû â îïðåäåëåííîé ñòåïåíè âîññîçäàâàòü
òî ìèêðîîêðóæåíèå, êîòîðîå îíè òåðÿþò ïðè âûäåëåíèè.
Â ÷àñòíîñòè, ðåîðãàíèçàöèÿ ñîêðàòèòåëüíîãî àïïàðàòà
êàðäèîìèîöèòîâ ìîæåò áûòü âûçâàíà ïîòåðåé âíåêëåòî÷-
íîãî ìàòðèêñà (ÂÊÌ), â îêðóæåíèè êîòîðîãî êëåòêè íà-
õîäÿòñÿ â òêàíè, è òîãäà åãî âîññòàíîâëåíèå ìîæåò îáúÿñ-
íÿòüñÿ ïîñòåïåííîé íàðàáîòêîé ñîáñòâåííûõ âíåêëåòî÷-
íûõ áåëêîâ.

Öåëü íàñòîÿùåé ðàáîòû — óñòàíîâèòü, ìîãóò ëè êàð-
äèîìèîöèòû â ïðîöåññå êóëüòèâèðîâàíèÿ ñèíòåçèðîâàòü
êîìïîíåíòû ÂÊÌ è ìîæåò ëè ýòîò ìàòðèêñ îêàçûâàòü
âëèÿíèå íà âîññòàíîâëåíèå èñõîäíîé ñòðóêòóðû èõ ñî-
êðàòèòåëüíîãî àïïàðàòà.

Ìàòåðèàë è ìåòîäèêà

Ï î ë ó ÷ å í è å ï å ð â è ÷ í î é ê ó ë ü ò ó ð û ê à ð ä è î-
ì è î ö è ò î â. Êëåòêè ìèîêàðäà âûäåëÿëè èç æåëóäî÷êîâ
ñåðäåö íîâîðîæäåííûõ êðûñ (3—6-ñóòî÷íûõ). Èñïîëüçî-
âàëè áåñïîðîäíûõ ëàáîðàòîðíûõ êðûñ. Æèâîòíûõ óñûï-
ëÿëè ýôèðîì, âñêðûâàëè ãðóäíóþ êëåòêó, èçâëåêàëè ñåðä-
öà, îòñåêàëè ñîñóäèñòûå ïó÷êè è ñåðäöà ïðîìûâàëè èçî-
òîíè÷åñêèì ôîñôàòíûì áóôåðíûì ðàñòâîðîì (PBS:
140 ìÌ NaCl, 50 ìÌ KÑl è 10 ìÌ Na2HPO4, pH 7.4). Æå-
ëóäî÷êè îòäåëÿëè îò ïðåäñåðäèé, èçìåëü÷àëè íîæíèöàìè
â íåáîëüøîì îáúåìå PBS íà íåáîëüøèå êóñî÷êè è èíêó-
áèðîâàëè â òå÷åíèå 20 ìèí ïðè 37 °C â ðàñòâîðå òðèïñèíà
(1 ìã/ìë; Sigma, ÑØÀ) íà PBS ñ äîáàâëåíèåì ãåíòàìèöè-
íà (50 ìêã/ìë; Áèîëîò, Ðîññèÿ). Çàòåì ðàñòâîð òðèïñèíà ñ
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íåáîëüøèì ñîäåðæàíèåì êëåòîê (â îñíîâíîì ïîâðåæäåí-
íûõ) óäàëÿëè è ê êóñî÷êàì òêàíè äîáàâëÿëè ðàñòâîð ïðî-
òåîëèòè÷åñêèõ ôåðìåíòîâ, ñîäåðæàùèé êîëëàãåíàçó
I òèïà (êîëëàãåíàçà êðàáà; Áèîëîò, Ðîññèÿ; 0.5 ìã/ìë),
òðèïñèí (1 ìã/ìë) è ãåíòàìèöèí (50 ìêã/ìë) íà PBS.
Òêàíü äèññîöèèðîâàëè â ðàñòâîðå ïðîòåîëèòè÷åñêèõ ôåð-
ìåíòîâ 2 ðàçà ïî 30 ìèí ïðè 37 °C. Ôåðìåíòû èíàêòèâè-
ðîâàëè ïóòåì äîáàâëåíèÿ 10 % ýìáðèîíàëüíîé ñûâîðîò-
êè (Áèîëîò, Ðîññèÿ).

Äàëåå êëåòêè îòìûâàëè îò ôåðìåíòîâ â ïîëíîé ïèòà-
òåëüíîé ñðåäå DMEM (ìîäèôèöèðîâàííàÿ Äàëüáåêêî
ñðåäà Èãëà; Áèîëîò, Ðîññèÿ), ñîäåðæàùåé 10 % ýìáðèî-
íàëüíîé ñûâîðîòêè è 50 ìêã/ìë ãåíòàìèöèíà, è öåíòðè-
ôóãèðîâàëè ïðè 200 g â òå÷åíèå 5 ìèí. Äëÿ îñâîáîæäåíèÿ
ïîëó÷åííîé ñóñïåíçèè êëåòîê îò áîëüøåé ÷àñòè êëåòîê
ýíäîòåëèÿ è êëåòîê êðîâè ñóñïåíçèþ ñíîâà ðàçâîäèëè â
ïîëíîé ïèòàòåëüíîé ñðåäå è öåíòðèôóãèðîâàëè ïðè 150 g
â òå÷åíèå 5 ìèí. Îñàäîê ðåñóñïåíäèðîâàëè â ïîëíîé ïè-
òàòåëüíîé ñðåäå è âûñåâàëè â ÷àøêè Ïåòðè (Nunc, Äà-
íèÿ).

Äëÿ ïîëó÷åíèÿ êóëüòóðû êàðäèîìèîöèòîâ, ñâîáîäíîé
îò ñåðäå÷íûõ ôèáðîáëàñòîâ, èñïîëüçîâàëè ìåòîä ñåëåê-
òèâíîé àäãåçèè. Äëÿ ýòîãî ñóñïåíçèþ êëåòîê â ïîëíîé ïè-
òàòåëüíîé ñðåäå íàíîñèëè íà ÷àøêè Ïåòðè è ïîìåùàëè â
èíêóáàòîð íà 2 ÷ (ýòîãî âðåìåíè äîñòàòî÷íî äëÿ ïðèêðåï-
ëåíèÿ áîëüøåé ÷àñòè ôèáðîáëàñòîâ). Çàòåì îñòîðîæíî
îòáèðàëè ñðåäó, ñîäåðæàùóþ ìåäëåííî ïðèêðåïëÿþùèå-
ñÿ ê ïîäëîæêå êàðäèîìèîöèòû, è êëåòêè ïåðåíîñèëè íà
÷àøêè Ïåòðè (Nunc, Äàíèÿ) ñ ïîêðîâíûìè ñòåêëàìè â
êîíöåíòðàöèè ïðèìåðíî 600 òûñ. êëåòîê íà ÷àøêó. Òàêèì
îáðàçîì, ïîëó÷àëè êóëüòóðó, îáîãàùåííóþ êàðäèîìèî-
öèòàìè. Äëÿ îñòàíîâêè ïðîëèôåðàöèè îñòàâøèõñÿ ôèá-
ðîáëàñòîâ íà ñëåäóþùèé äåíü è äàëåå ïðè êàæäîé âòîðîé
ñìåíå ñðåäû â êóëüòóðó äîáàâëÿëè èíãèáèòîð ñèíòåçà
ÄÍÊ öèòîçèíàðàáèíîçèä (Sigma, ÑØÀ) â êîíöåíòðàöèè
3 ìêã/ìë. Êëåòêè êóëüòèâèðîâàëè â ïðè 37 °C â àòìîñôå-
ðå 5 % CO2. Ðîñòîâóþ ñðåäó ìåíÿëè íà ñâåæóþ ÷åðåç êàæ-
äûå 2—3 ñóò. Äëÿ íàáëþäåíèÿ çà ñîñòîÿíèåì êóëüòèâè-
ðóåìûõ êëåòîê èñïîëüçîâàëè èíâåðòèðîâàííûé ìèêðî-
ñêîï (ËÎÌÎ, Ðîññèÿ).

Ê ó ë ü ò è â è ð î â à í è å ê à ð ä è î ì è î ö è ò î â â ê î í-
ä è ö è î í è ð î â à í í î é ñ ð å ä å î ò ô è á ð î á ë à ñ ò î â.
Êóëüòóðó, îáîãàùåííóþ ñåðäå÷íûìè ôèáðîáëàñòàìè, ïî-
ëó÷àëè â ñîîòâåòñòâèè ñ ìåòîäîì ñåëåêòèâíîé àäãåçèè èç
ñìåøàííîé êóëüòóðû êëåòîê ñåðäöà (ñì. âûøå). Íåìíîãî-
÷èñëåííûå íåïðîëèôåðèðóþùèå êàðäèîìèîöèòû, ïðè-
ñóòñòâóþùèå â îáîãàùåííîé ôèáðîáëàñòàìè êóëüòóðå,
òåðÿëèñü â õîäå äàëüíåéøåãî êóëüòèâèðîâàíèÿ è ìíîãî-
êðàòíûõ ïåðåñåâîâ êëåòîê (ïðèìåðíî 5—6 ïàññàæåé). Òà-
êèì îáðàçîì ïîëó÷àëè ÷èñòóþ êóëüòóðó ñåðäå÷íûõ ôèá-
ðîáëàñòîâ. Êîíäèöèîíèðîâàííóþ ñðåäó îòáèðàëè ïåðåä
êàæäîé ïðîöåäóðîé ïåðåñåâà ôèáðîáëàñòîâ (êàæäûå
2—3 ñóò). Ñâåæåâûäåëåííûå êàðäèîìèîöèòû ïîìåùàëè
íåïîñðåäñòâåííî â êîíäèöèîíèðîâàííóþ ñðåäó îò ôèá-
ðîáëàñòîâ (ñ äîáàâëåíèåì öèòîçèíàðàáèíîçèäà, êàê îïè-
ñàíî âûøå) è äàëåå ïðîâîäèëè ñìåíó ñðåäû íà ñâåæåïî-
ëó÷åííóþ êîíäèöèîíèðîâàííóþ ñðåäó îò êóëüòóðû ñåð-
äå÷íûõ ôèáðîáëàñòîâ êàæäûå 2—3 ñóò.

Ê ó ë ü ò è â è ð î â à í è å ê à ð ä è î ì è î ö è ò î â í à î ò-
ä å ë ü í û õ á å ë ê à õ Â Ê Ì. Íà ñèëèêîíèçèðîâàííûå ïî-
êðîâíûå ñòåêëà íàíîñèëè ïî 100 ìêë ðàñòâîðà ôèáðîíåê-
òèíà (0.02 ìã/ìë; Sigma, ÑØÀ) èëè ðàñòâîðà ëàìèíèíà
2/4 (ëþáåçíî ïðåäîñòàâëåííîãî È. Â. Âîðîíêèíîé, Èí-
ñòèòóò öèòîëîãèè ÐÀÍ, Ñàíêò-Ïåòåðáóðã) è èíêóáèðîâà-
ëè â õîëîäèëüíèêå â òå÷åíèå íî÷è. Çàòåì ñòåêëà ïðîìû-

âàëè 3 ðàçà â PBS è íàíîñèëè ðàñòâîð 0.2%-íîãî áû÷üåãî
ñûâîðîòî÷íîãî àëüáóìèíà (íà PBS) íà 1 ÷ ïðè 37 °C äëÿ
ïðåäîòâðàùåíèÿ íåñïåöèôè÷åñêîãî ñâÿçûâàíèÿ. Ñòåêëà
ïðîìûâàëè PBS è ïîìåùàëè â ÷àøêè Ïåòðè, íà êîòîðûå
âûñåâàëè êóëüòóðó êàðäèîìèîöèòîâ â íåîáõîäèìîé êîí-
öåíòðàöèè äëÿ äàëüíåéøåãî äëèòåëüíîãî êóëüòèâèðîâàíèÿ.

Ï î ë ó ÷ å í è å ï ð î á Â Ê Ì î ò ê à ð ä è î ì è î ö è ò î â
è ë è ñ å ð ä å ÷ í û õ ô è á ð î á ë à ñ ò î â. Äëÿ âûäåëåíèÿ
ÂÊÌ ñ åãî ìèíèìàëüíûìè ïîâðåæäåíèÿìè êëåòêè (êàð-
äèîìèîöèòû èëè ôèáðîáëàñòû) íà ðàçíûõ ñðîêàõ êóëüòè-
âèðîâàíèÿ íà ÷àøêàõ Ïåòðè çàëèâàëè PBS è èíêóáèðîâà-
ëè â ïðè 4 °Ñ â òå÷åíèå 2 ÷. Çàòåì äîáàâëÿëè òåïëûé
(37 °Ñ) ðàñòâîð Âåðñåíà (Áèîëîò, Ðîññèÿ) è èíêóáèðîâàëè
â òåðìîñòàòå â òå÷åíèå 30 ìèí. Äàëåå êëåòêè ñíèìàëè ïó-
òåì îñòîðîæíîãî ïèïåòèðîâàíèÿ. Êîãäà ïîä ìèêðîñêîïîì
ïî âñåé ïëîùàäè ÷àøåê íå íàáëþäàëè îñòàâøèõñÿ êëåòîê
èëè èõ ôðàãìåíòîâ, PBS óäàëÿëè è ÷àøêè íàãðåâàëè äî
56 °Ñ. Çàòåì äîáàâëÿëè áóôåð (ïî 50 ìêë íà ÷àøêó) äëÿ
ïðîá (Laemmli, 1970) è áåëêè ñîñêðåáàëè ñ ïîäëîæêè ïðè
ïîìîùè ñêðåáêà. Ïîëó÷åííóþ ñóñïåíçèþ ïåðåíîñèëè â
ïðîáèðêè è èíêóáèðîâàëè ïðè 90 °Ñ â òå÷åíèå 5 ìèí.
Ïðîáû õðàíèëè ïðè –70 °Ñ.

Ê ó ë ü ò è â è ð î â à í è å ê à ð ä è î ì è î ö è ò î â í à
Â Ê Ì , ñ è í ò å ç è ð î â à í í î ì ô è á ð î á ë à ñ ò à ì è è ë è
ê à ð ä è î ì è î ö è ò à ì è. Êëåòêè íà ñòåêëàõ (ôèáðîáëàñòû
èëè êàðäèîìèîöèòû) íà ðàçíûõ ñðîêàõ êóëüòèâèðîâàíèÿ
îáðàáàòûâàëè òàêèì æå îáðàçîì, êàê äëÿ ïîëó÷åíèÿ ïðîá
ÂÊÌ. Çà ïðîöåññîì ñíÿòèÿ êëåòîê íàáëþäàëè ñ ïîìîùüþ
ìèêðîñêîïà. Êîãäà íà ñòåêëàõ íå îñòàâàëîñü êëåòîê èëè
èõ îñòàòêîâ, ñòåêëà ñ îñòàâøèìñÿ ÂÊÌ íåñêîëüêî ðàç
ïðîìûâàëè PBS è ïîìåùàëè â íîâûå ÷àøêè Ïåòðè, íà êî-
òîðûå íàíîñèëè ñóñïåíçèþ êàðäèîìèîöèòîâ äëÿ äàëüíåé-
øåãî äëèòåëüíîãî êóëüòèâèðîâàíèÿ.

Â è ç ó à ë è ç à ö è ÿ ñ î ê ð à ò è ò å ë ü í î ã î à ï ï à ð à ò à
ê à ð ä è î ì è î ö è ò î â ì å ò î ä î ì í å ï ð ÿ ì î é è ì ì ó-
í î ô ë ó î ð å ñ ö å í ö è è. Êëåòêè íà ïîêðîâíûõ ñòåêëàõ
ïðîìûâàëè PBS, ôèêñèðîâàëè â 4%-íîì ðàñòâîðå ôîð-
ìàëüäåãèäà íà PBS ïðè êîìíàòíîé òåìïåðàòóðå â òå÷åíèå
10 ìèí, çàòåì ïðîìûâàëè 3 ðàçà PBS è îáðàáàòûâàëè
0.1%-íûì ðàñòâîðîì Òðèòîíà Õ-100 íà PBS â òå÷åíèå
3 ìèí ïðè êîìíàòíîé òåìïåðàòóðå, çàòåì ïðîìûâàëè
5—6 ðàç PBS. Äëÿ âûÿâëåíèÿ àêòèíîâûõ ñòðóêòóð êëåòêè
îáðàáàòûâàëè ðîäàìèí-ôàëëîèäèíîì (Sigma, ÑØÀ) â
ðàçâåäåíèè 1 : 30 (íà PBS) â òå÷åíèå 15 ìèí (â òåìíîòå,
ïðè êîìíàòíîé òåìïåðàòóðå). Çàòåì ïðîìûâàëè 3 ðàçà
PBS. Äëÿ ñòàáèëèçàöèè ôëóîðåñöåíòíîé ìåòêè êëåòêè çà-
êëþ÷àëè â ñïåöèàëüíóþ ñðåäó Mounting medium (Pharma-
cia Biotech., Øâåöèÿ) ïîä ïîêðîâíûì ñòåêëîì. Ïðåïàðàòû
õðàíèëè ïðè 4 °C â çàùèùåííîì îò ñâåòà ìåñòå.

Â û ÿ â ë å í è å ê î ë ë à ã å í î â û õ ñ ò ð ó ê ò ó ð. Êëåòêè
íà ïîêðîâíûõ ñòåêëàõ ïðîìûâàëè PBS, ôèêñèðîâàëè â
4%-íîì ðàñòâîðå ôîðìàëüäåãèäà íà PBS ïðè êîìíàòíîé
òåìïåðàòóðå â òå÷åíèå 10 ìèí, çàòåì ïðîìûâàëè 3 ðàçà
PBS. Äîáàâëÿëè êðîëè÷üè àíòèòåëà ê êîëëàãåíó I òèïà
(Chemicon, ÑØÀ) è èíêóáèðîâàëè â òå÷åíèå 1 ÷ ïðè
37 °Ñ. Çàòåì ñòåêëà ïðîìûâàëè 0.5%-íûì ðàñòâîðîì Twe-
en (íà PBS ) è íåñêîëüêî ðàç PBS. Äîáàâëÿëè âòîðûå àí-
òèêðîëè÷üè àíòèòåëà, êîíúþãèðîâàííûå ñ FITC (Sigma,
ÑØÀ), è èíêóáèðîâàëè â òå÷åíèå 40 ìèí ïðè êîìíàòíîé
òåìïåðàòóðå. Çàòåì ñòåêëà ïðîìûâàëè 0.5%-íûì ðàñòâî-
ðîì Tween, íåñêîëüêî ðàç PBS è çàêëþ÷àëè â ñðåäó Mo-
unting medium ïîä ïîêðîâíûì ñòåêëîì. Ïðåïàðàòû õðà-
íèëè ïðè 4 °Ñ â çàùèùåííîì îò ñâåòà ìåñòå. Ãîòîâûå
ïðåïàðàòû àíàëèçèðîâàëè íà ëàçåðíîì ñêàíèðóþùåì
êîíôîêàëüíîì ìèêðîñêîïå LEICA TCS SL (Leica, Ãåðìà-
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Ðèñ. 1. Êàðäèîìèîöèòû íîâîðîæäåííûõ êðûñ íà ðàçíûõ ñðî-
êàõ êóëüòèâèðîâàíèÿ.

Âðåìÿ êóëüòèâèðîâàíèÿ (ñóò): à — 3, á — 5, â — 10, ã — 15, ä — 20.
Îêðàñêà ñ ïîìîùüþ ðîäàìèí-ôàëëîèäèíà. Ìàñøòàáíûå îòðåçêè —

10 ìêì.



íèÿ) ïðè 100-êðàòíîì óâåëè÷åíèè îáúåêòèâà. Äëÿ âîç-
áóæäåíèÿ ôëóîðåñöåíöèè èñïîëüçîâàëè HeNe-ëàçåð ñ
äëèíîé âîëíû 543 íì. Îïòè÷åñêèå ñðåçû îáðàáàòûâàëè
ïî ïðîãðàììå Leica Confocal Software.

Ý ë å ê ò ð î ô î ð å ò è ÷ å ñ ê è é à í à ë è ç. Áåëêè ÂÊÌ
ðàçäåëÿëè ìåòîäîì ýëåêòðîôîðåçà â 10%-íîì ïîëèàêðè-
ëàìèäíîì ãåëå â äåíàòóðèðóþùèõ óñëîâèÿõ â ïðèñóòñò-
âèè SDS (Laemmli, 1970). Ïîñëå ýëåêòðîôîðåçà ãåëè
îêðàøèâàëè Êóìàññè áðèëëèàíòîâûì ãîëóáûì èëè ðàñ-
òâîðîì ñåðåáðà.

Äëÿ ïîñëåäóþùåé ìàññ-ñïåêòðîìåòðèè ïðîâîäèëè
ãèäðîëèç áåëêà òðèïñèíîì â ïîëèàêðèëàìèäíîì ãåëå
(Áîáêîâ è äð., 2012). Ìàññ-ñïåêòðû ïîëó÷àëè íà òàíäåì-
íîì MALDI-âðåìÿïðîëåòíîì ìàññ-ñïåêòðîìåòðå Ultra-
flex II BRUKER (Ãåðìàíèÿ), îñíàùåííîì ÓÔ-ëàçåðîì
(Nd) â ðåæèìå ïîëîæèòåëüíûõ èîíîâ ñ èñïîëüçîâàíèåì
ðåôëåêòðîíà; òî÷íîñòü èçìåðåííûõ ìîíîèçîòîïíûõ ìàññ

â ðåôëåêòî-ìîäå ïîñëå äîêàëèáðîâêè ïî ïèêàì àâòîëèçà
òðèïñèíà ñîñòàâëÿëà 0.005 %. Èäåíòèôèêàöèþ áåëêà ïî
«ïåïòèäíîìó ôèíãåðïðèíòó» îñóùåñòâëÿëè ïðè ïîìîùè
ïðîãðàììû Mascot (www.matrixscience.com).

Ðåçóëüòàòû è îáñóæäåíèå

Ïðè êóëüòèâèðîâàíèè êàðäèîìèîöèòîâ íà ñòåêëàõ â
ñîîòâåòñòâèè ñ ðàíåå îïèñàííûìè ìåòîäàìè (Nag et al.,
1983; Åðîõèíà è äð., 2003) áûëî ïîêàçàíî, ÷òî íà 3-è ñóò
èõ ñîêðàòèòåëüíûé àïïàðàò èìåë òèïè÷íóþ îðãàíèçàöèþ,
ïðåäñòàâëåííóþ ìèîôèáðèëëàìè ñ âûðàæåííîé ïîïåðå÷-
íîé èñ÷åð÷åííîñòüþ (ðèñ. 1, à). Êëåòêè íà ýòîì ñðîêå
èìåëè ïîëèãîíàëüíóþ ôîðìó ñ íåáîëüøèì êîëè÷åñòâîì
ïñåâîäîïîäèé, êîòîðûå, âåðîÿòíî, ñîîòâåòñòâîâàëè ó÷à-
ñòêàì èõ ïðèêðåïëåíèÿ ê ïîäëîæêå. Òàêèå êëåòêè íà÷èíà-
ëè ñïîíòàííî ñîêðàùàòüñÿ. Íà 5—6-å ñóò êóëüòèâèðîâà-
íèÿ ôðàãìåíòû ìèîôèáðèëë ñîõðàíÿëèñü òîëüêî â öåíò-
ðàëüíîé ÷àñòè êàðäèîìèîöèòîâ, îñòàëüíîé îáúåì êëåòîê
áûë çàïîëíåí àêòèíñîäåðæàùèìè ñòðóêòóðàìè, íàïîìè-
íàþùèìè ñòðåññ-ôèáðèëëû íåìûøå÷íûõ êëåòîê, ïðè÷åì
èñ÷åð÷åííûå ñòðóêòóðû íåïîñðåäñòâåííî ïåðåõîäèëè â
ðàâíîìåðíî îêðàøèâàåìûå ôèáðèëëû (ðèñ. 1, á). Êëåòêè
íà ýòîì ñðîêå íà÷èíàëè ðàñïëàñòûâàòüñÿ è óâåëè÷èâàòüñÿ
â ðàçìåðå. Íà 8—12-å ñóò êóëüòèâèðîâàíèÿ íàáëþäàëèñü
ìàêñèìàëüíûå èçìåíåíèÿ ñîêðàòèòåëüíîãî àïïàðàòà êàð-
äèîìèîöèòîâ. Èñ÷åð÷åííûå ìèîôèáðèëëû ïîëíîñòüþ èñ-
÷åçàëè, âñå òåëî êëåòîê áûëî çàïîëíåíî ñòðóêòóðàìè, ïî-
äîáíûìè ñòðåññ-ôèáðèëëàì (ðèñ.1, â). Êëåòêè â ýòî âðåìÿ
óòðà÷èâàëè ñïîñîáíîñòü ê ñîêðàùåíèþ.

×åðåç 15—17 ñóò êóëüòèâèðîâàíèÿ ñîêðàòèòåëüíûé
àïïàðàò êàðäèîìèîöèòîâ âñå åùå íàõîäèëñÿ â ïåðåñò-
ðîåííîì ñîñòîÿíèè, íî â öåíòðàëüíîé ÷àñòè êëåòîê
íàáëþäàëîñü ïîÿâëåíèå áóñèíîîáðàçíûõ ñòðóêòóð, êîòî-
ðûå îáû÷íî ïðåäøåñòâóþò ôîðìèðîâàíèþ ôðàãìåíòîâ
ìèîôèáðèëë (ðèñ. 1, ã). Ïî÷òè ïîëíîå âîññòàíîâëåíèå èñ-
õîäíîé îðãàíèçàöèè ñîêðàòèòåëüíîãî àïïàðàòà êàðäèî-
ìèîöèòîâ ñ âîññòàíîâëåíèåì ñïîñîáíîñòè ê ñîêðàùåíèþ
íàáëþäàëè íà 20—22-å ñóò êóëüòèâèðîâàíèÿ. Ìèîôèá-
ðèëëû çàïîëíÿëè ïî÷òè âåñü îáúåì êëåòîê, îäíàêî îáùåé
óïîðÿäî÷åííîé îðãàíèçàöèè ìèîôèáðèëë íå íàáëþäàëè.
Ìèîôèáðèëëû íàñëàèâàëèñü äðóã íà äðóãà ïîä ðàçíûìè
óãëàìè è èìåëè ðàçíóþ îðèåíòàöèþ (ðèñ. 1, ä). Êëåòêè â
ýòîò ïåðèîä îòëè÷àëèñü îò èñõîäíûõ êàðäèîìèîöèòîâ.
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Ðèñ. 2. Ïîëèàêðèëàìèäíûé ãåëü (10%-íûé), îêðàøåííûé ðàñ-
òâîðîì ñåðåáðà ïîñëå ýëåêòðîôîðåòè÷åñêîãî ðàçäåëåíèÿ áåë-
êîâ âíåêëåòî÷íîãî ìàòðèêñà, ïîëó÷åííîãî îò êàðäèîìèîöèòîâ

íà ðàçíûõ ñðîêàõ èõ êóëüòèâèðîâàíèÿ.

Ì — ìàðêåð. Öèôðû ñëåâà — ìîëåêóëÿðíûå ìàññû, êÄà.

Ðèñ. 3. Âûÿâëåíèå âíåêëåòî÷íîãî êîëëàãåíà I òèïà ñ ïîìîùüþ ñîîòâåòñòâóþùèõ àíòèòåë íà 5 (à), 8 (á) è 10-å (â) ñóò êóëüòèâèðî-
âàíèÿ êàðäèîìèîöèòîâ.

Ìàñøòàáíûå îòðåçêè — 10 ìêì.
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Ðèñ. 4. Êàðäèîìèîöèòû íîâîðîæäåííûõ êðûñ íà ðàçíûõ ñðî-
êàõ êóëüòèâèðîâàíèÿ íà ìàòðèêñå îò äðóãèõ êàðäèîìèîöèòîâ.

à — 3-å ñóò êóëüòèâèðîâàíèÿ; á — 5-ñóò êóëüòèâèðîâàíèÿ; â — 10-å ñóò
êóëüòèâèðîâàíèÿ; ã — 15-å ñóò êóëüòèâèðîâàíèÿ; ä — 20-å ñóò êóëüòè-
âèðîâàíèÿ. Îêðàñêà ñ ïîìîùüþ ðîäàìèí-ôàëëîèäèíà. Ìàñøòàáíûå

îòðåçêè — 10 ìêì.



Îíè áûëè ñèëüíî óâåëè÷åíû â ðàçìåðå, ðàñïëàñòàíû è
èìåëè íåòèïè÷íóþ äëÿ êàðäèîìèîöèòîâ ôîðìó ñ îòñóòñò-
âèåì ïðîäîëüíîé îñè.

Òàêèì îáðàçîì, â ïðîöåññå êóëüòèâèðîâàíèè êàðäèî-
ìèîöèòîâ íà ñòåêëàõ íàáëþäàëè îáðàòèìóþ ðåîðãàíèçà-
öèþ èõ ñîêðàòèòåëüíîãî àïïàðàòà. Õàðàêòåð è ñðîêè îïè-
ñàííûõ ïåðåñòðîåê ñîîòâåòñòâóþò äàííûì, ïðèâåäåííûì
â ëèòåðàòóðå (Nag et al., 1983, 1996; Áîðèñîâ è äð., 1989;
Bugaisky, Zak, 1989; Messerli et al., 1993). Èçìåíåííàÿ
ìîðôîëîãèÿ êëåòîê ïîñëå âîññòàíîâëåíèÿ îðãàíèçàöèè èõ
ñîêðàòèòåëüíîãî àïïàðàòà ïî ñðàâíåíèþ ñ èñõîäíûìè
êàðäèîìèîöèòàìè, âåðîÿòíî, ñâÿçàíà ñ íåîáõîäèìîñòüþ
ðàñïëàñòûâàíèÿ â íîâûõ äëÿ íèõ äâóõìåðíûõ óñëîâèÿõ
êóëüòèâèðîâàíèÿ íà ïîäëîæêå.

Äëÿ òîãî ÷òîáû îöåíèòü ñïîñîáíîñòü êàðäèîìèîöè-
òîâ ñèíòåçèðîâàòü êîìïîíåíòû ÂÊÌ â êóëüòóðå, ñ ïîìî-
ùüþ âûøåîïèñàííîãî àäàïòèðîâàííîãî äëÿ êàðäèîìèî-
öèòîâ ìåòîäà ïîëó÷àëè ïðîáû ÂÊÌ. Â õîäå ýëåêòðîôîðå-
òè÷åñêîãî àíàëèçà áûëî ïîêàçàíî, ÷òî áåëêîâûé ñîñòàâ
ÂÊÌ êàðäèîìèîöèòîâ íà ðàçíûõ ñðîêàõ êóëüòèâèðîâà-
íèÿ ôàêòè÷åñêè íå ðàçëè÷àåòñÿ. Íà 13-å ñóò êóëüòèâèðî-
âàíèÿ êîëè÷åñòâî áåëêîâ âîçðàñòàåò, à òàêæå íåçíà÷è-
òåëüíî ìåíÿåòñÿ èõ ñîîòíîøåíèå. Ìàêñèìàëüíîå êîëè÷å-
ñòâî áåëêîâ íàáëþäàëè íà 16-å ñóò êóëüòèâèðîâàíèÿ
êàðäèîìèîöèòîâ (ðèñ. 2).

Íà 5, 8 è 10-å ñóò êóëüòèâèðîâàíèÿ âûÿâëÿëè âíåêëå-
òî÷íûé êîëëàãåí ñ ïîìîùüþ ñîîòâåòñòâóþùèõ àíòèòåë.
Íà 5-å ñóò êóëüòèâèðîâàíèÿ êàðäèîìèîöèòîâ íàáëþäàëè
äèôôóçíûå âêëþ÷åíèÿ êîëëàãåíà âî âíåêëåòî÷íîì ïðî-
ñòðàíñòâå (ðèñ.3, à). Íà 8-å ñóò âûÿâëÿëè êîðîòêèå ôðàã-
ìåíòû êîëëàãåíîâûõ ôèáðèëë (ðèñ. 3, á). Íà 10-å ñóò

íàáëþäàëè âûðàæåííûå êîëëàãåíîâûå ñòðóêòóðû
(ðèñ. 3, â).

Äàííûå ýëåêòðîôîðåòè÷åñêîãî àíàëèçà, à òàêæå ðå-
çóëüòàòû ìå÷åíèÿ êîëëàãåíà ñâèäåòåëüñòâóþò î òîì, ÷òî
êàðäèîìèîöèòû â ïðîöåññå êóëüòèâèðîâàíèÿ ïîñòåïåííî
íàðàáàòûâàþò ñîáñòâåííûå áåëêè ÂÊÌ. Òàêèì îáðàçîì,
ïåðåñòðîåííîå ñîñòîÿíèå ñîêðàòèòåëüíîãî àïïàðàòà è èç-
ìåíåíèå ìîðôîëîãèè êàðäèîìèîöèòîâ ìîæåò îáúÿñíÿòüñÿ,
ñ îäíîé ñòîðîíû, íåñïîñîáíîñòüþ ïîääåðæàíèÿ òèïè÷-
íîé ìîðôîëîãèè â îòñóòñòâèå íåîáõîäèìîãî ÂÊÌ, ñ äðó-
ãîé — íåîáõîäèìîñòüþ ñèíòåçà êîìïîíåíòîâ ÂÊÌ. Íà-
ðàñòàíèå êîëè÷åñòâà áåëêîâ íàáëþäàåòñÿ íà òàêèõ ñðîêàõ
êóëüòèâèðîâàíèÿ, êîòîðûå ïðåäøåñòâóþò âîññòàíîâëåíèþ
ñîêðàòèòåëüíîãî àïïàðàòà êàðäèîìèîöèòîâ ïîñëå ïðîöåññà
åãî ðåîðãàíèçàöèè, à ìàêñèìàëüíîå êîëè÷åñòâî íàðàáî-
òàííûõ áåëêîâ ÂÊÌ ñîîòâåòñòâóåò íà÷àëó âîññòàíîâëå-
íèÿ èñõîäíîé îðãàíèçàöèè è âîçîáíîâëåíèþ ñîêðàùåíèé
â êóëüòóðå. Âåðîÿòíî, íàðàáîòàííûé êàðäèîìèîöèòàìè ê
ýòîìó ñðîêó ìàòðèêñ ÿâëÿåòñÿ äîñòàòî÷íûì äëÿ âîçìîæ-
íîñòè ïîääåðæàíèÿ òèïè÷íîé îðãàíèçàöèè èõ ñîêðàòè-
òåëüíîãî àïïàðàòà è âûïîëíåíèÿ îñíîâíîé ôóíêöèè.

Äëÿ òîãî ÷òîáû ïðîâåðèòü, ÿâëÿåòñÿ ëè ÂÊÌ, íàðàáî-
òàííûé ñàìèìè êàðäèîìèîöèòàìè, äîñòàòî÷íûì äëÿ ïîä-
äåðæàíèÿ òèïè÷íîé îðãàíèçàöèè èõ ñîêðàòèòåëüíîãî àï-
ïàðàòà, ñâåæåâûäåëåííûå êëåòêè íàíîñèëè íà ÂÊÌ,
ïîëó÷åííûé îò òàêèõ æå êàðäèîìèîöèòîâ ïîñëå äëèòåëü-
íîãî êóëüòèâèðîâàíèÿ (ðèñ. 4). Â ýòèõ óñëîâèÿõ íà 5—
6-å ñóò êóëüòèâèðîâàíèÿ âñå åùå ñîõðàíÿëàñü ìèîôèá-
ðèëëÿðíàÿ îðãàíèçàöèÿ, íåèñ÷åð÷åííûå ñòðóêòóðû âûÿâ-
ëÿëèñü òîëüêî íà ïåðèôåðèè êëåòîê (ðèñ. 4, á). Íà 8—
10-å ñóò ñîêðàòèòåëüíûé àïïàðàò ïîëíîñòüþ ïåðåñòðàè-
âàëñÿ (ðèñ. 4, â), íî óæå íà 15—17-å ñóò ïðîèñõîäèëî ïî÷-
òè ïîëíîå âîññòàíîâëåíèå èñõîäíîé îðãàíèçàöèè ñîêðà-
òèòåëüíîãî àïïàðàòà êàðäèîìèîöèòîâ (ðèñ.4, ã). Òàêèì
îáðàçîì, ïðè êóëüòèâèðîâàíèè êàðäèîìèîöèòîâ íà ìàò-
ðèêñå, ñèíòåçèðîâàííîì òàêèìè æå êàðäèîìèîöèòàìè,
ñîêðàùàëñÿ ïåðèîä íàõîæäåíèÿ ñîêðàòèòåëüíîãî àïïàðà-
òà â ïåðåñòðîåííîì ñîñòîÿíèè. Ïðè ýòîì, îäíàêî, íåïðåðûâ-
íîãî ïîääåðæàíèÿ åãî èñõîäíîé îðãàíèçàöèè íå áûëî.

Ïîñêîëüêó â ñåðäå÷íîé òêàíè êàðäèîìèîöèòû íàõî-
äÿòñÿ â îêðóæåíèè ôèáðîáëàñòîâ, êîòîðûå ÿâëÿþòñÿ
îñíîâíûìè ïðîäóöåíòàìè áåëêîâ ÂÊÌ, áûëî ñäåëàíî
ïðåäïîëîæåíèå î òîì, ÷òî ìàòðèêñ, ïîëó÷åííûé îò êàð-
äèîìèîöèòîâ, ìîæåò íå ñîîòâåòñòâîâàòü ïî ñâîåìó ñîñòà-
âó ìàòðèêñó, ïðèñóòñòâóþùåìó â òêàíè ñåðäöà. Äëÿ ñðàâ-
íåíèÿ ìàòðèêñà, ñèíòåçèðîâàííîãî êàðäèîìèîöèòàìè, è
ìàòðèêñà, ñèíòåçèðîâàííîãî ôèáðîáëàñòàìè, ïðîâîäèëè
ýëåêòðîôîðåòè÷åñêèé àíàëèç âíåêëåòî÷íûõ áåëêîâ, ïîëó-
÷åííûõ ïîñëå ñíÿòèÿ ñ ïîäëîæêè êàðäèîìèîöèòîâ è ôèá-
ðîáëàñòîâ. Äåéñòâèòåëüíî, ñóùåñòâóþò ðàçëè÷èÿ â áåë-
êîâîì ñîñòàâå è ñîîòíîøåíèè íåêîòîðûõ áåëêîâ. Â ÷àñò-
íîñòè, â ìàòðèêñå îò ôèáðîáëàñòîâ îòíîñèòåëüíîå
êîëè÷åñòâî áåëêà ñ ìîë. ìàññîé áîëåå 170 êÄà (ðèñ. 5,
Ôí) çíà÷èòåëüíî âûøå, ÷åì â ìàòðèêñå îò êàðäèîìèîöè-
òîâ. Ñ ïîìîùüþ ìàññ-ñïåêòðîìåòðè÷åñêîãî ìåòîäà áûëî
îïðåäåëåíî, ÷òî ýòîò áåëîê ïðåäñòàâëÿåò ñîáîé ôèáðî-
íåêòèí (ñïåêòðû íå äåìîíñòðèðóþòñÿ). Íà îñíîâàíèè
ýòèõ äàííûõ áûëî ñäåëàíî ïðåäïîëîæåíèå î òîì, ÷òî
ìàòðèêñ, ïîëó÷åííûé îò ñåðäå÷íûõ ôèáðîáëàñòîâ, ìîæåò
ÿâëÿòüñÿ îïòèìàëüíûì äëÿ ïîääåðæàíèÿ òèïè÷íîé îðãà-
íèçàöèè ñîêðàòèòåëüíîãî àïïàðàòà êàðäèîìèîöèòîâ. Äëÿ
ïðîâåðêè ýòîãî ïðåäïîëîæåíèÿ êàðäèîìèîöèòû êóëüòè-
âèðîâàëè íà ìàòðèêñå, íàðàáîòàííîì ñåðäå÷íûìè ôèá-
ðîáëàñòàìè (ðèñ. 6). Â ýòèõ óñëîâèÿõ êóëüòèâèðîâàíèÿ
ïðîèñõîäèëî òàêîå æå ñîêðàùåíèå ïåðèîäà íàõîæäåíèÿ
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Ðèñ. 5. Ïîëèàêðèëàìèäíûé ãåëü (10%-íûé), îêðàøåííûé Êó-
ìàññè áðèëëèàíòîâûì ãîëóáûì ïîñëå ýëåêòðîôîðåòè÷åñêîãî
ðàçäåëåíèÿ áåëêîâ âíåêëåòî÷íîãî ìàòðèêñà, ïîëó÷åííîãî îò
ñåðäå÷íûõ ôèáðîáëàñòîâ (ÔÁË) è êàðäèîìèîöèòîâ (ÊÌÖ).

Ôí — ôèáðîíåêòèí. Öèôðû ñëåâà — ìîëåêóëÿðíûå ìàññû, êÄà.
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Ðèñ. 6. Êàðäèîìèîöèòû íîâîðîæäåííûõ êðûñ íà ðàçíûõ ñðî-
êàõ êóëüòèâèðîâàíèÿ íà ìàòðèêñå îò ñåðäå÷íûõ ôèáðîáëà-

ñòîâ.

à — 3-å ñóò êóëüòèâèðîâàíèÿ; á — 5-å ñóò êóëüòèâèðîâàíèÿ; â —
10-å ñóò êóëüòèâèðîâàíèÿ; ã — 15-å ñóò êóëüòèâèðîâàíèÿ; ä — 20-å ñó-
òèðîâàíèÿ. Îêðàñêà ñ ïîìîùüþ ðîäàìèí-ôàëëîèäèíà. Ìàñøòàáíûå

îòðåçêè — 10 ìêì.
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Ðèñ. 7. Êàðäèîìèîöèòû íîâîðîæäåííûõ êðûñ íà ðàçíûõ ñðî-
êàõ êóëüòèâèðîâàíèÿ íà ôèáðîíåêòèíå.

à — 3-å ñóò êóëüòèâèðîâàíèÿ; á — 5-å ñóò êóëüòèâèðîâàíèÿ; â —
10-å ñóò êóëüòèâèðîâàíèÿ; ã — 15-å ñóò êóëüòèâèðîâàíèÿ; ä — 20-å ñóò
êóëüòèâèðîâàíèÿ. Îêðàñêà ñ ïîìîùüþ ðîäàìèí-ôàëëîèäèíà. Ìàñø-

òàáíûå îòðåçêè — 10 ìêì.
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Ðèñ. 8. Êàðäèîìèîöèòû íîâîðîæäåííûõ êðûñ íà ðàçíûõ ñðî-
êàõ êóëüòèâèðîâàíèÿ íà ëàìèíå 2/4.

à — 3-å ñóò êóëüòèâèðîâàíèÿ; á — 5-å ñóò êóëüòèâèðîâàíèÿ; â —
10-å ñóò êóëüòèâèðîâàíèÿ; ã — 15-å ñóò êóëüòèâèðîâàíèÿ; ä — 20-å ñóò
êóëüòèâèðîâàíèÿ. Îêðàñêà ñ ïîìîùüþ ðîäàìèí-ôàëëîèäèíà. Ìàñø-

òàáíûå îòðåçêè — 10 ìêì.
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Ðèñ. 9. Êàðäèîìèîöèòû íîâîðîæäåííûõ êðûñ íà ðàçíûõ ñðî-
êàõ êóëüòèâèðîâàíèÿ â êîíäèöèîíèðîâàííîé ñðåäå îò ñåðäå÷-

íûõ ôèáðîáëàñòîâ.

à — 3-å ñóò êóëüòèâèðîâàíèÿ; á — 5-å ñóò êóëüòèâèðîâàíèÿ; â —
10-å ñóò êóëüòèâèðîâàíèÿ; ã — 15-å ñóò êóëüòèâèðîâàíèÿ; ä — 20-å ñóò
êóëüòèâèðîâàíèÿ. Îêðàñêà ñ ïîìîùüþ ðîäàìèí-ôàëëîèäèíà. Ìàñø-

òàáíûå îòðåçêè — 10 ìêì.



ñîêðàòèòåëüíîãî àïïàðàòà â ïåðåñòðîåííîì ñîñòîÿíèè,
êàê è â ñëó÷àå êóëüòèâèðîâàíèÿ êëåòîê íà ìàòðèêñå îò
êàðäèîìèîöèòîâ.

Ïîñêîëüêó ÂÊÌ ñîñòîèò íå òîëüêî èç áåëêîâ, íî òàê-
æå èç äðóãèõ êîìïîíåíòîâ, ðåøèëè ïðîâåðèòü, ìîãóò ëè
îòäåëüíûå áåëêè ÂÊÌ îêàçûâàòü âëèÿíèå íà îðãàíèçà-
öèþ ñîêðàòèòåëüíîãî àïïàðàòà êàðäèîìèîöèòîâ. Äëÿ ýòî-
ãî êëåòêè êóëüòèâèðîâàëè íà äâóõ îòäåëüíûõ áåëêàõ —
ëàìèíèíå è ôèáðîíåêòèíå, êîòîðûå ÿâëÿþòñÿ ìàæîðíû-
ìè áåëêàìè ÂÊÌ è, êàê èçâåñòíî, âëèÿþò íà ïðîñòðàíñò-
âåííóþ îðãàíèçàöèþ ñîêðàòèòåëüíûõ ñòðóêòóð â íåìû-
øå÷íûõ êëåòêàõ (Àðý è äð., 1999; Ïåòóõîâà è äð., 2004).
Ïðè êóëüòèâèðîâàíèè êëåòîê êàê íà ëàìèíèíå, òàê è íà
ôèáðîíåêòèíå ïðîèñõîäèëî òàêîå æå ñîêðàùåíèå ïåðèî-
äà íàõîæäåíèÿ ñîêðàòèòåëüíîãî àïïàðàòà â ïåðåñòðîåí-
íîì ñîñòîÿíèè, êàê è â ñëó÷àå êóëüòèâèðîâàíèÿ êëåòîê íà
ÂÊÌ (ðèñ. 7, 8).

Òàêèì îáðàçîì, áåëêè ÂÊÌ äåéñòâèòåëüíî îêàçûâà-
þò âëèÿíèå íà ïåðåñòðîéêè ñîêðàòèòåëüíîãî àïïàðàòà êó-
ëüòèâèðóåìûõ êàðäèîìèîöèòîâ, íî íå îáåñïå÷èâàþò ïîë-
íîãî ïîääåðæàíèÿ åãî èñõîäíîé îðãàíèçàöèè.

Òàê êàê êàðäèîìèîöèòû â òêàíè âçàèìîäåéñòâóþò íå
òîëüêî ñ ìàòðèêñîì, íî è ñ ðàñòâîðèìûìè ôàêòîðàìè
ìèêðîîêðóæåíèÿ, â ÷àñòíîñòè ïðîäóöèðóåìûìè ôèáðîá-
ëàñòàìè, áûëî ðåøåíî ñîïîñòàâèòü èõ äåéñòâèå ñ âëèÿíè-
åì ÂÊÌ íà ñîêðàòèòåëüíûé àïïàðàò êàðäèîìèîöèòîâ.
Äëÿ ýòîãî êàðäèîìèîöèòû êóëüòèâèðîâàëè â êîíäèöèî-
íèðîâàííîé ñðåäå îò ñåðäå÷íûõ ôèáðîáëàñòîâ. Ïðè ýòîì
íå íàáëþäàëè êàêèõ-ëèáî èçìåíåíèé â ïîâåäåíèè ñîêðà-
òèòåëüíîãî àïïàðàòà êàðäèîìèîöèòîâ ïî ñðàâíåíèþ ñ
êîíòðîëüíûìè êëåòêàìè (ðèñ. 9). Òàêèì îáðàçîì, ðàñòâî-
ðèìûå ôàêòîðû ñàìè ïî ñåáå íå îêàçûâàþò î÷åâèäíîãî
âëèÿíèÿ íà äèíàìèêó ñîêðàòèòåëüíîãî àïïàðàòà êàðäèî-
ìèîöèòîâ.

Íåñìîòðÿ íà òî ÷òî áûëà ïîêàçàíà ñïîñîáíîñòü êàð-
äèîìèîöèòîâ ñèíòåçèðîâàòü êîìïîíåíòû ÂÊÌ â ïðîöåñ-
ñå êóëüòèâèðîâàíèÿ è ïîäòâåðäèëîñü ïðåäïîëîæåíèå î
âëèÿíèè áåëêîâ ÂÊÌ íà ïåðåñòðîéêè èõ ñîêðàòèòåëüíîãî
àïïàðàòà, âñå æå ýòîãî âëèÿíèÿ îêàçàëîñü íåäîñòàòî÷íî
äëÿ ïîëíîãî è íåïðåðûâíîãî ïîääåðæàíèÿ èõ òèïè÷íîé
îðãàíèçàöèè. Ïî-âèäèìîìó, ñóùåñòâóþò äðóãèå ôàêòîðû,
íåîáõîäèìûå äëÿ ñîõðàíåíèÿ èñõîäíîé îðãàíèçàöèè ñî-
êðàòèòåëüíîãî àïïàðàòà êàðäèîìèîöèòîâ â êóëüòóðå. Îä-
íèì èç òàêèõ ôàêòîðîâ ìîæåò ÿâëÿòüñÿ êóëüòèâèðîâàíèå
â òðåõìåðíûõ óñëîâèÿõ, â êîòîðûõ êëåòêè íàõîäÿòñÿ â ñî-
ñòàâå òêàíè. Ïðîâåðêà ýòîãî ïðåäïîëîæåíèÿ áóäåò ïðîâî-
äèòüñÿ â äàëüíåéøåé ðàáîòå.
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EXTRACELLULAR MATRIX DEPENDENCE OF THE CARDIOMYOCYTE

CONTRACTILE APPARATUS ORGANIZATION

N. B. Bildjug,1 G. P. Pinaev

Institute of Cytology RAS, St. Petersburg;1 e-mail: relapse@yandex.ru

In the process of cardiomyocyte culturing, their contractile apparatus undergoes reorganization involving
the convertation of typical myofibrils into non-muscle type structures and subsequent restoration of the initial
organization. The causes and mechanisms of the rearrangements described are unknown. In this study, we have
shown that cultivation of cardiomyocytes on the individual extracellular matrix proteins, as well as on the mat-
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rix produced either by cardiac fibroblasts or by similar cardiomyocyte, reduses the time when the contractile
apparatus is in a rearranged state, whereas soluble factors of the conditioned culture do not affect obviously the-
se rearrangements. Using method of extracellular matrix isolation adapted for cardiomyocytes, we have shown
that cardiomyocytes in culture produce their own extracellular matrix, which differs from the extracellular mat-
rix of cardiac fibroblasts and varies with the culturing time.

K e y w o r d s: cardiomyocytes, contractile apparatus, extracellular matrix.
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