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Îðãàíèçàöèÿ ñîêðàòèòåëüíîãî àïïàðàòà êàðäèîìèîöèòîâ ïðè èõ êóëüòèâèðîâàíèè â êîëëàãåíîâûõ ãåëÿõ

Èçâåñòíî, ÷òî â ïðîöåññå êóëüòèâèðîâàíèÿ êàðäèîìèîöèòîâ â äâóõìåðíûõ ñèñòåìàõ êóëüòèâèðîâà-
íèÿ èçìåíÿåòñÿ èõ ìîðôîëîãèÿ è ðåîðãàíèçóåòñÿ ñîêðàòèòåëüíûé àïïàðàò. Â ñâÿçè ñ ýòèì ìîíîñëîéíûå
êóëüòóðû êàðäèîìèîöèòîâ ÿâëÿþòñÿ ïëîõîé ìîäåëüþ äëÿ èññëåäîâàíèÿ áèîëîãè÷åñêè âàæíûõ ïðîöåñ-
ñîâ â ñåðäöå. Íàñòîÿùàÿ ðàáîòà íàïðàâëåíà íà ïîèñê íàèáîëåå îïòèìàëüíûõ óñëîâèé êóëüòèâèðîâàíèÿ
êàðäèîìèîöèòîâ äëÿ âîçìîæíîñòè ïîääåðæàíèÿ èõ òèïè÷íîé ìîðôîëîãèè è åñòåñòâåííîãî ñîñòîÿíèÿ
ñîêðàòèòåëüíîãî àïïàðàòà. Â ðàáîòå ïðîâåäåíî èññëåäîâàíèå îðãàíèçàöèè ñîêðàòèòåëüíîãî àïïàðàòà
êàðäèîìèîöèòîâ ïðè èõ êóëüòèâèðîâàíèè â òðåõìåðíûõ êîëëàãåíîâûõ ãåëÿõ ðàçíîé ïëîòíîñòè. Ïîêàçà-
íî, ÷òî ïðè äëèòåëüíîì êóëüòèâèðîâàíèè êàðäèîìèîöèòîâ â êîëëàãåíîâûõ ãåëÿõ ñ êîíöåíòðàöèåé
1 ìã/ìë ñîõðàíÿåòñÿ èñõîäíàÿ îðãàíèçàöèÿ èõ ñîêðàòèòåëüíîãî àïïàðàòà, òîãäà êàê â êîëëàãåíîâûõ ãå-
ëÿõ ñ êîíöåíòðàöèÿìè 0.5 è 1.5 ìã/ìë íàáëþäàåòñÿ ÷àñòè÷íàÿ ïåðåñòðîéêà èõ ñîêðàòèòåëüíîãî àïïàðàòà.
Òàêèì îáðàçîì, êàðäèîìèîöèòû, ïîìåùåííûå â òðåõìåðíûå êîëëàãåíîâûå ãåëè ñ êîíöåíòðàöèåé áåëêà
1 ìã/ìë, ìîæíî ðàññìàòðèâàòü êàê ïðèáëèæåííóþ ê åñòåñòâåííûì óñëîâèÿì ìîäåëü êóëüòèâèðîâàíèÿ.

Ê ë þ ÷ å â û å ñ ë î â à: âíåêëåòî÷íûé ìàòðèêñ (ÂÊÌ), êàðäèîìèîöèòû (ÊÌÖ), êîëëàãåíîâûé ãåëü,
ñîêðàòèòåëüíûé àïïàðàò.

Êàðäèîìèîöèòû (ÊÌÖ) ïðåäñòàâëÿþò ñîáîé êëåò-
êè ñåðäöà, êîòîðûå îáåñïå÷èâàþò åãî îñíîâíóþ ôóíê-
öèþ — ñîêðàùåíèå. Â ñâÿçè ñ ýòèì ÊÌÖ èìåþò âû-
ñîêîîðãàíèçîâàííûé ñîêðàòèòåëüíûé àïïàðàò, ïðåä-
ñòàâëåííûé ìèîôèáðèëëàìè. Â ñîñòàâ ìèîôèáðèëë
âõîäÿò àêòèíîâûå è ìèîçèíîâûå ôèëàìåíòû, êîòîðûå
âìåñòå ñî âñïîìîãàòåëüíûìè áåëêàìè ôîðìèðóþò ñòðóê-
òóðíî-ôóíêöèîíàëüíûå åäèíèöû, ñàðêîìåðû, ðåãóëÿðíàÿ
îðãàíèçàöèÿ êîòîðûõ îáåñïå÷èâàåò ïîïåðå÷íóþ èñ÷åð-
÷åííîñòü ìèîôèáðèëë (Huxley, 1953; Squire, 1974; Wang,
1984).

Èçâåñòíî, ÷òî ÊÌÖ ìîæíî âûäåëÿòü èç òêàíè ñåðäöà
è ïîääåðæèâàòü â êóëüòóðå â òå÷åíèå äëèòåëüíîãî âðåìå-
íè. Îäíàêî â ïðîöåññå êóëüòèâèðîâàíèÿ ÊÌÖ óòðà÷èâà-
þò èñõîäíóþ îðãàíèçàöèþ. Ïðè ýòîì ïåðåñòðàèâàåòñÿ èõ
ñîêðàòèòåëüíûé àïïàðàò ñ îáðàòèìûì ïðåîáðàçîâàíèåì
òèïè÷íûõ ìèîôèáðèëë â íåèñ÷åð÷åííûå ñòðóêòóðû, íà-
ïîìèíàþùèå ñòðåññ-ôèáðèëëû íåìûøå÷íûõ êëåòîê
(Nag, Cheng, 1981; Nag et al., 1983, 1996; Atherton et al.,
1986; Áîðèñîâ è äð., 1989; Messerli et al., 1993). Ïîñêîëü-
êó â îðãàíèçìå íå ïðîèñõîäèò ïîäîáíûõ ïåðåñòðîåê ñî-
êðàòèòåëüíîãî àïïàðàòà ÊÌÖ, ïåðâè÷íàÿ êóëüòóðà ÊÌÖ
èìååò öåëûé ðÿä îãðàíè÷åíèé äëÿ åå èñïîëüçîâàíèÿ â êà-
÷åñòâå ìîäåëüíîé ñèñòåìû äëÿ èçó÷åíèÿ áèîëîãè÷åñêè
âàæíûõ ïðîöåññîâ â ñåðäöå. Äî íàñòîÿùåãî âðåìåíè ïðè-
÷èíû îïèñàííûõ ïåðåñòðîåê â óñëîâèÿõ in vitro íåèçâåñò-
íû. Â ñâÿçè ñ ýòèì èññëåäîâàíèÿ íà ïåðâè÷íîé êóëüòóðå
ÊÌÖ, êàê ïðàâèëî, ïðîâîäÿò äî íà÷àëà ðåîðãàíèçàöèè
èõ ñîêðàòèòåëüíîãî àïïàðàòà, ò. å. â òå÷åíèå ïåðâûõ íå-
ñêîëüêèõ ñóòîê ïîñëå èõ ïîëó÷åíèÿ.

Ðàíåå íàìè ïîäðîáíî îïèñàíû îáðàòèìûå ïåðåñòðîé-
êè ñîêðàòèòåëüíîãî àïïàðàòà ÊÌÖ â ïðîöåññå èõ êóëüòè-
âèðîâàíèÿ (Áèëüäþã, Ïèíàåâ, 2013á). Ðåîðãàíèçàöèÿ ñî-
êðàòèòåëüíîãî àïïàðàòà êëåòîê íà÷èíàåòñÿ íà 5—6-å ñóò
ñ ïîëíûì èñ÷åçíîâåíèåì èñ÷åð÷åííûõ ñòðóêòóð íà
8—10-å ñóò êóëüòèâèðîâàíèÿ. Âîññòàíîâëåíèå èñõîäíîé
îðãàíèçàöèè ñîêðàòèòåëüíîãî àïïàðàòà íà÷èíàåòñÿ íà
15—17-å ñóò ñ ïîëíûì âîññòàíîâëåíèåì ê 20—22-ì ñóò
êóëüòèâèðîâàíèÿ. Ìîæíî ïðåäïîëàãàòü, ÷òî òàêèå ïåðå-
ñòðîéêè ñâÿçàíû ñ ïîòåðåé êëåòêàìè èõ åñòåñòâåííîãî
ìèêðîîêðóæåíèÿ ïðè ïåðåâîäå â êóëüòóðó, à ïîñòåïåííîå
âîññòàíîâëåíèå èñõîäíîé îðãàíèçàöèè, âîçìîæíî, ñâÿçà-
íî ñî ñïîñîáíîñòüþ êëåòîê â íåêîòîðîé ñòåïåíè åãî âîñ-
ñîçäàâàòü.

Ïîäàâëÿþùåå áîëüøèíñòâî êëåòîê â îðãàíèçìå íàõî-
äèòñÿ â íåïîñðåäñòâåííîì êîíòàêòå ñ âíåêëåòî÷íûì ìàò-
ðèêñîì (ÂÊÌ). ÂÊÌ îáðàçóåò óïîðÿäî÷åííóþ ïðîñòðàí-
ñòâåííóþ ñåòü, íà ïîâåðõíîñòè è âíóòðè êîòîðîé êëåòêè
ìîãóò ïåðåìåùàòüñÿ è âçàèìîäåéñòâîâàòü äðóã ñ äðóãîì.
ÂÊÌ ïðîäóöèðóåòñÿ ñïåöèàëèçèðîâàííûìè êëåòêàìè è â
ðàçëè÷íûõ òêàíÿõ èìååò ðàçíûé ñîñòàâ è ïðîñòðàíñòâåí-
íóþ îðãàíèçàöèþ. Â ìûøå÷íîé òêàíè ñåðäöà îñíîâíûå
êîìïîíåíòû ÂÊÌ ñèíòåçèðóþòñÿ ôèáðîáëàñòàìè, ýíäî-
òåëèîöèòàìè è ïåðèöèòàìè, â òî âðåìÿ êàê êàðäèîìèîöè-
òû ñïåöèàëèçèðóþòñÿ íà ôóíêöèè ñîêðàùåíèÿ.

Ñîãëàñíî íàøèì ðàíåå ïîëó÷åííûì äàííûì, ïðè
êóëüòèâèðîâàíèè ÊÌÖ íà îòäåëüíûõ áåëêàõ ÂÊÌ, à òàê-
æå íà ìàòðèêñå, ïðåäâàðèòåëüíî íàðàáîòàííîì ñàìèìè
ÊÌÖ, ïðîèñõîäèò ñîêðàùåíèå ïåðèîäà íàõîæäåíèÿ èõ
ñîêðàòèòåëüíîãî àïïàðàòà â ïåðåñòðîåííîì ñîñòîÿíèè
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(Áèëüäþã, Ïèíàåâ, 2013à). Îäíàêî íåïðåðûâíîãî ïîääåð-
æàíèÿ òèïè÷íîé îðãàíèçàöèè ñîêðàòèòåëüíîãî àïïàðàòà
ÊÌÖ â ïðîöåññå êóëüòèâèðîâàíèÿ íå ïðîèñõîäèò. Ìû
ïðåäïîëîæèëè, ÷òî äëÿ åå ñîõðàíåíèÿ â êóëüòóðå ïîìèìî
ñîñòàâà ÂÊÌ ìîæåò áûòü ñóùåñòâåííà åãî òðåõìåðíàÿ
îðãàíèçàöèÿ.

Â ëèòåðàòóðå èìåþòñÿ äàííûå, ñâèäåòåëüñòâóþùèå î
çíà÷èòåëüíûõ ìîðôîëîãè÷åñêèõ ðàçëè÷èÿõ ìåæäó ýìáðè-
îíàëüíûìè ÊÌÖ, ïîìåùåííûìè íà äâóõìåðíûå ïîäëîæ-
êè è íàõîäÿùèìèñÿ â òðåõìåðíûõ àãðåãàòàõ (Soares et al.,
2012). Åñòü ðÿä ðàáîò ïî êóëüòèâèðîâàíèþ ÊÌÖ â òðåõ-
ìåðíûõ ñèñòåìàõ. Íàïðèìåð, ñîãëàñíî äàííûì îäíîé èç
ðàáîò, êëåòêè ñåðäöà íîâîðîæäåííûõ êðûñ è êóðèö ïîìå-
ùàëè â òðåõìåðíóþ ñèñòåìó, ñîäåðæàùóþ ìàòðèãåëü è
êîëëàãåí, è ÷åðåç 5—7 ñóò íàáëþäàëè ñïîíòàííûå ñîêðà-
ùåíèÿ, êîòîðûå ïðè ìåõàíè÷åñêîì ðàñòÿæåíèè ãåëåé
ïðîäîëæàëèñü åùå â òå÷åíèå íåñêîëüêèõ ñóòîê (Zimmer-
mann et al., 2004). Â äðóãîé ðàáîòå ýìáðèîíàëüíûå êóðè-
íûå ÊÌÖ ïîìåùàëè â êîëëàãåíîâûå ãåëè ïðè èõ ìåõàíè-
÷åñêîì íàòÿæåíèè è íàáëþäàëè îáðàçîâàíèå òêàíåïîäîá-
íûõ ñòðóêòóð è ñïîíòàííûå ñîêðàùåíèÿ (Eschenhagen
et al., 1997).

Îäíàêî ïîêà îòñóòñòâóþò äàííûå î äèíàìèêå ñîêðà-
òèòåëüíîãî àïïàðàòà êàðäèîìèîöèòîâ â ïðîöåññå èõ äëè-
òåëüíîãî êóëüòèâèðîâàíèÿ â òðåõìåðíûõ ñèñòåìàõ. Êðî-
ìå òîãî, ôàêòè÷åñêè âî âñåõ îïóáëèêîâàííûõ ðàáîòàõ ïî
êóëüòèâèðîâàíèþ ÊÌÖ â òðåõìåðíûõ ñèñòåìàõ èñïîëü-
çóåòñÿ ñìåøàííàÿ êóëüòóðà êëåòîê ñåðäöà, â êîòîðîé ïî-
ìèìî ÊÌÖ ïðèñóòñòâóþò ñåðäå÷íûå ôèáðîáëàñòû, ñïî-
ñîáíûå îêàçûâàòü êàê íåïîñðåäñòâåííîå, òàê è êîñâåííîå
âëèÿíèå íà ïîâåäåíèå ÊÌÖ.

Èçâåñòíî, ÷òî îñíîâíûìè ñòðóêòóðíûìè êîìïîíåíòà-
ìè ÂÊÌ â ñåðäöå ÿâëÿþòñÿ êîëëàãåíû. Êîëëàãåí I òèïà
ñîñòàâëÿåò ïðèìåðíî 85, à êîëëàãåí III òèïà — ïðèìåðíî
11 % îò îáùåãî êîëëàãåíà â ñåðäöå (DeSouza, 2002; Jug-
dutt, 2003). Ïîñêîëüêó êîëëàãåí I òèïà ÿâëÿåòñÿ äîìèíè-
ðóþùèì áåëêîì ÂÊÌ â òêàíè ñåðäöà, ìû ðåøèëè èññëå-
äîâàòü ïîâåäåíèå ñîêðàòèòåëüíîãî àïïàðàòà êàðäèîìèî-
öèòîâ ïðè èõ äëèòåëüíîì êóëüòèâèðîâàíèè â òðåõìåðíûõ
êîëëàãåíîâûõ ãåëÿõ.

Çà ïîñëåäíèå ãîäû ïîÿâèëîñü ìíîãî äàííûõ î òîì,
÷òî ïîâåäåíèå è ôåíîòèï ðàçëè÷íûõ êëåòîê â êóëüòó-
ðå ìîãóò çàâèñåòü îò ïëîòíîñòè âíåêëåòî÷íîãî ìàòðèê-
ñà (Yeung et al., 2005; Gu et al., 2012; Wang et al., 2012;
Hopp et al., 2013; Li et al., 2014; Lu et al., 2014). Êðî-
ìå òîãî, èìåþòñÿ äàííûå, óêàçûâàþùèå íà òî, ÷òî ïëîò-
íîñòü ÂÊÌ âëèÿåò íà ìîðôîëîãèþ è ôóíêöèîíàëü-
íóþ àêòèâíîñòü ÊÌÖ (Engler et al., 2008; Bhana et al.,
2010; Forte et al., 2012). Â ñâÿçè ñ ýòèì ìû ïðåäïîëîæè-
ëè, ÷òî îðãàíèçàöèÿ ñîêðàòèòåëüíîãî àïïàðàòà ÊÌÖ ìî-
æåò ðàçëè÷àòüñÿ â ãåëÿõ ñ ðàçíîé êîíöåíòðàöèåé êîëëà-
ãåíà.

Òàêèì îáðàçîì, çàäà÷à íàøåé ðàáîòû çàêëþ÷àëàñü â
ïîäáîðå óñëîâèé òðåõìåðíîãî êóëüòèâèðîâàíèÿ ÷èñòîé
êóëüòóðû ÊÌÖ, íàèáîëåå ïðèáëèæåííûõ ê óñëîâèÿì in
vivo è ïîçâîëÿþùèì ñîõðàíÿòü òèïè÷íóþ ìîðôîëîãèþ
ÊÌÖ è åñòåñòâåííóþ îðãàíèçàöèþ èõ ñîêðàòèòåëüíîãî
àïïàðàòà â ïðîöåññå äëèòåëüíîãî êóëüòèâèðîâàíèÿ. Äëÿ
ýòîãî äîïîëíèòåëüíî èññëåäîâàëè îðãàíèçàöèþ ñîêðàòè-
òåëüíîãî àïïàðàòà ÊÌÖ ïðè èõ êóëüòèâèðîâàíèè â êîëëà-
ãåíîâûõ ãåëÿõ ðàçëè÷íîé êîíöåíòðàöèè.

Ìàòåðèàë è ìåòîäèêà

Ð å à ê ò è â û: ïèòàòåëüíàÿ ñðåäà DMEM (ìîäèôèöè-
ðîâàííàÿ Äàëüáåêêî ñðåäà Èãëà; Áèîëîò, Ðîññèÿ); ïèòà-
òåëüíàÿ ñðåäà 199 (Sigma-Aldrich, ÑØÀ); ñûâîðîòêà ýìá-
ðèîíîâ êîðîâ (Gibco, ÑØÀ); êîëëàãåí è ãåíòàìèöèí
(Áèîëîò, Ðîññèÿ); êîëëàãåíàçà I òèïà (êîëëàãåíàçà êðàáà;
Áèîëîò, ÐÔ), òðèïñèí, èçîòîíè÷åñêèé ôîñôàòíûé áóôåð
(PBS, pH 7.4: 140 ìÌ NaCl, 50 ìÌ Kñl è 10 ìÌ Na2HPO4),
öèòîçèí-àðàáèíîçèä; ðîäàìèí-ôàëëîèäèí (Sigma-Aldrich,
ÑØÀ); çàêëþ÷àþùàÿ ñðåäà Mounting medium (Pharmacia
Biotech., Øâåöèÿ).

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. Ðàáîòó ïðîâîäèëè íà áåñïîðîäíûõ ëàáîðà-
òîðíûõ êðûñàõ. Êëåòêè ìèîêàðäà âûäåëÿëè èç æåëóäî÷-
êîâ ñåðäåö íîâîðîæäåííûõ æèâîòíûõ (3—6-ñóòî÷íûõ).
Æèâîòíûõ óñûïëÿëè ýôèðîì, âñêðûâàëè ãðóäíóþ êëåòêó,
èçâëåêàëè ñåðäöà, îòñåêàëè ñîñóäèñòûå ïó÷êè è ñåðäöà
ïðîìûâàëè PBS. Æåëóäî÷êè îòäåëÿëè îò ïðåäñåðäèé, èç-
ìåëü÷àëè íîæíèöàìè â íåáîëüøîì îáúåìå PBS è èíêóáè-
ðîâàëè â ðàñòâîðå òðèïñèíà ñ êîíöåíòðàöèåé 1 ìã/ìë â òå-
÷åíèå 20 ìèí ïðè 37 °Ñ. Çàòåì ðàñòâîð òðèïñèíà ñ íåáî-
ëüøèì ñîäåðæàíèåì êëåòîê (â îñíîâíîì ïîâðåæäåííûõ)
óäàëÿëè è ê îñòàâøèìñÿ êóñî÷êàì òêàíè äîáàâëÿëè ðàñò-
âîð ïðîòåîëèòè÷åñêèõ ôåðìåíòîâ, ñîäåðæàùèé êîëëàãå-
íàçó I òèïà (0.5 ìã/ìë) è òðèïñèí (1 ìã/ìë). Òêàíü äèññî-
öèèðîâàëè â ðàñòâîðå ïðîòåîëèòè÷åñêèõ ôåðìåíòîâ
2 ðàçà ïî 30 ìèí ïðè 37 °Ñ. Äåéñòâèå ôåðìåíòîâ èíàêòè-
âèðîâàëè ïóòåì äîáàâëåíèÿ 10 % ñûâîðîòêè ýìáðèîíîâ
êîðîâ. Êëåòêè â ñóñïåíçèè îòìûâàëè îò ôåðìåíòîâ, äî-
áàâëÿÿ ïîëíóþ ïèòàòåëüíóþ ñðåäó DMEM, ñîäåðæàùóþ
10 % ñûâîðîòêè ýìáðèîíîâ êîðîâ è ãåíòàìèöèí
(50 ìêã/ìë), è äàëåå öåíòðèôóãèðóÿ ïðè 200 g â òå÷åíèå
5 ìèí. Äëÿ îñâîáîæäåíèÿ ïîëó÷åííîé ñóñïåíçèè îò áîëü-
øåé ÷àñòè êëåòîê ýíäîòåëèÿ è êëåòîê êðîâè ñóñïåíçèþ
ñíîâà ðàçâîäèëè â ïîëíîé ïèòàòåëüíîé ñðåäå è öåíòðèôó-
ãèðîâàëè ïðè 150 g 5 ìèí.

Äëÿ òîãî ÷òîáû îòäåëèòü áîëåå àäãåçèâíûå ôèáðîáëà-
ñòû îò ìåäëåííî ïðèêðåïëÿþùèõñÿ ÊÌÖ, ñóñïåíçèþ
êëåòîê íàíîñèëè íà ÷àøêè Ïåòðè è îñòàâëÿëè â èíêóáàòî-
ðå íà 2 ÷ (âðåìÿ, äîñòàòî÷íîå äëÿ àäãåçèè áîëüøèíñòâà
ôèáðîáëàñòîâ). Çàòåì íåïðèêðåïèâøèåñÿ ÊÌÖ ïåðåíîñè-
ëè íà äðóãèå ÷àøêè Ïåòðè â êîíöåíòðàöèè ïðèìåðíî
6�104 êë//ñì2. Òàêèì îáðàçîì ïîëó÷àëè êóëüòóðó, îáîãà-
ùåííóþ êàðäèîìèîöèòàìè. Äëÿ òîãî ÷òîáû èçáàâèòüñÿ îò
îñòàâøèõñÿ ôèáðîáëàñòîâ, íà 2-å ñóò êóëüòèâèðîâàíèÿ è
äàëåå ïðè êàæäîé âòîðîé ñìåíå ñðåäû â êóëüòóðó äîáàâ-
ëÿëè èíãèáèòîð ñèíòåçà ÄÍÊ öèòîçèí-àðàáèíîçèä â êîí-
öåíòðàöèè 3 ìêã/ìë. Êëåòêè êóëüòèâèðîâàëè â èíêóáàòî-
ðå ñ 5%-íûì ñîäåðæàíèåì ÑÎ2 ïðè 37 °Ñ. Ñìåíó ñðåäû
ïðîèçâîäèëè êàæäûå 2—3 ñóò. Çà ñîñòîÿíèåì êóëüòèâè-
ðóåìûõ êëåòîê íàáëþäàëè ñ ïîìîùüþ èíâåðòèðîâàííîãî
ìèêðîñêîïà (ËÎÌÎ, Ðîññèÿ). Æèçíåñïîñîáíîñòü êëåòîê
îöåíèâàëè ñ ïîìîùüþ îêðàñêè ðàñòâîðîì òðèïàíîâîãî
ñèíåãî.

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 ë -
ë à ã å í î â û õ ã å ë ÿ õ. Äëÿ ïðèãîòîâëåíèÿ êîëëàãåíîâûõ
ãåëåé ñ ðàçíîé êîíöåíòðàöèåé áåëêà (0.5, 1 è 1.5 ìã/ìë)
èñïîëüçîâàëè êîëëàãåí I òèïà, ïîëó÷åííûé ïî ñòàíäàðò-
íîé ìåòîäèêå (Chandrakasan et al., 1967), ñòåðèëüíûé
0.34 Ì ðàñòâîð NaOH (äëÿ ïîäâåäåíèÿ pH 7.0) è êîíöåíò-
ðèðîâàííóþ (10�) ïèòàòåëüíóþ ñðåäó 199. Â ïîëó÷åí-
íóþ ñìåñü äîáàâëÿëè ñóñïåíçèþ ÊÌÖ â ïèòàòåëüíîé ñðå-
äå ÄÌÅÌ, ñîäåðæàùåé 10 % ñûâîðîòêè ýìáðèîíîâ êîðîâ
è ãåíòàìèöèí. Íåçàïîëèìåðèçîâàííûå ãåëè ñ êëåòêàìè

Îðãàíèçàöèÿ ñîêðàòèòåëüíîãî àïïàðàòà êàðäèîìèîöèòîâ ïðè èõ êóëüòèâèðîâàíèè â êîëëàãåíîâûõ ãåëÿõ 823



íàíîñèëè íà ïîêðîâíûå ñòåêëà ïî 100 ìêë íà 1 ñòåêëî è â
÷àøêå Ïåòðè ïîìåùàëè â èíêóáàòîð. Êîíå÷íàÿ êîíöåíò-
ðàöèÿ êëåòîê íà 1 ñòåêëî â ãåëÿõ ðàçíîé êîíöåíòðàöèè
áûëà îäèíàêîâîé è ñîñòàâëÿëà 3�105. Ïîñëå ïîëèìåðèçà-
öèè ãåëåé â ÷àøêè äîáàâëÿëè ñðåäó DMEM ñ ñûâîðîòêîé
è ãåíòàìèöèíîì è êëåòêè êóëüòèâèðîâàëè â òå÷åíèå
3 íåä. Ñìåíó ñðåäû ïðîâîäèëè êàæäûå 2—3 ñóò.

Î ö å í ê à î ð ã à í è ç à ö è è ñ î ê ð à ò è ò å ë ü í î ãî
à ï ï à ð à ò à Ê Ì Ö ñ ï î ì î ù ü þ ì å ò î ä à 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. Ïðèãîòîâëåíèå ïðåïàðà-
òîâ ïðîâîäèëè ïðè êîìíàòíîé òåìïåðàòóðå. Ãåëè ñ êëåò-
êàìè ïðîìûâàëè èçîòîíè÷åñêèì PBS. Ôèêñèðîâàëè â
4%-íîì ðàñòâîðå ôîðìàëüäåãèäà â òå÷åíèå 20 ìèí, çàòåì
ìíîãîêðàòíî ïðîìûâàëè PBS. Îáðàáàòûâàëè 0.1%-íûì
ðàñòâîðîì Òðèòîíà Õ-100 â òå÷åíèå 10 ìèí, çàòåì ìíîãî-
êðàòíî ïðîìûâàëè ðàñòâîðîì PBS. Äëÿ âûÿâëåíèÿ àêòè-
íîâûõ ñòðóêòóð êëåòêè îáðàáàòûâàëè ðàñòâîðîì ðîäà-
ìèí-ôàëëîèäèíà â ðàçâåäåíèè 1 : 30 â òå÷åíèå 30 ìèí
(â òåìíîòå). Çàòåì ìíîãîêðàòíî ïðîìûâàëè ðàñòâîðîì
PBS. Äëÿ ñòàáèëèçàöèè ôëóîðåñöåíòíîé ìåòêè êëåòêè çà-
êëþ÷àëè â ñðåäó Mounting medium ïîä ïîêðîâíûì ñòåê-
ëîì. Ïðåïàðàòû õðàíèëè ïðè 4 °Ñ â çàùèùåííîì îò ñâåòà
ìåñòå.

Ê î í ô î ê à ë ü í à ÿ ì è ê ð î ñ ê î ï è ÿ. Ïðåïàðàòû àíà-
ëèçèðîâàëè íà ëàçåðíîì ñêàíèðóþùåì êîíôîêàëüíîì
ìèêðîñêîïå LEICA TCS SL (Leica, Ãåðìàíèÿ) ïðè
100-êðàòíîì óâåëè÷åíèè îáúåêòèâà. Äëÿ âîçáóæäåíèÿ
ôëóîðåñöåíöèè èñïîëüçîâàëè HeNe-ëàçåð ñ äëèíîé âîë-
íû 543 íì. Îïòè÷åñêèå ñðåçû îáðàáàòûâàëè ïî ïðîãðàì-
ìå Leica Confocal Software.

Ðåçóëüòàòû

Ê ó ë ü ò è â è ð î â à í è å Ê Ì Ö â ò å ÷ å í è å 1 0 ñ ó ò â
ã å ë ÿ õ ñ ð à ç í î é ê î í ö å í ò ð à ö è å é ê î ë ë à ã å í à. Äëÿ
âûáîðà îïòèìàëüíîé êîíöåíòðàöèè ãåëåé ìû êóëüòèâè-
ðîâàëè ÊÌÖ â ãåëÿõ ñ êîíöåíòðàöèÿìè êîëëàãåíà 0.5, 1 è
1.5 ìã/ìë è àíàëèçèðîâàëè õàðàêòåð îðãàíèçàöèè èõ ñî-
êðàòèòåëüíîãî àïïàðàòà íà 10-å ñóò êóëüòèâèðîâàíèÿ
(ðèñ. 1). Ýòîò ñðîê ñîîòâåòñòâóåò ïîëíîé ïåðåñòðîéêå ñî-
êðàòèòåëüíîãî àïïàðàòà ÊÌÖ ïðè èõ êóëüòèâèðîâàíèè â
äâóõìåðíûõ óñëîâèÿõ, êîòîðàÿ çàêëþ÷àåòñÿ â èñ÷åçíîâå-
íèè ìèîôèáðèëë è îáðàçîâàíèè ñòðóêòóð, ïîäîáíûõ

ñòðåññ-ôèáðèëëàì íåìûøå÷íûõ êëåòîê. Íà óêàçàííîì
ñðîêå êóëüòèâèðîâàíèÿ ïðè êîíöåíòðàöèè êîëëàãåíà
0.5 ìã/ìë â ÊÌÖ âûÿâëÿëèñü èñ÷åð÷åííûå ìèîôèáðèëëû,
êîòîðûå çàíèìàëè ïðàêòè÷åñêè âåñü îáúåì êëåòîê, ïðè
ýòîì ìèîôèáðèëëû ëåæàëè ïîä ðàçíûìè óãëàìè äðóã ê
äðóãó. Êëåòêè èìåëè ïîëèãîíàëüíóþ ôîðìó ñ íàëè÷èåì
íåáîëüøèõ ìíîãî÷èñëåííûõ îòðîñòêîâ. Â îáëàñòè îòðî-
ñòêîâ èñ÷åð÷åííûå ñòðóêòóðû ïåðåõîäèëè â ðàâíîìåðíî
îêðàøåííûå ïó÷êè (ðèñ. 2, à).

Ï ð è ê ó ë ü ò è â è ð î â à í è è â ã å ë ÿ õ ñ ê î í ö å í ò -
ð à ö è å é ê î ë ë à ã å í à 1 . 0 ì ã / ì ë íà 10-å ñóò ÊÌÖ èìå-
ëè òèïè÷íóþ ïàëî÷êîâèäíóþ ôîðìó ñ îòñóòñòâèåì îòðî-
ñòêîâ. Âåñü îáúåì êëåòîê áûë çàïîëíåí ÷åòêî èñ÷åð÷åí-
íûìè ìèîôèáðèëëàìè. Äëÿ êëåòîê íà ýòîì ñðîêå áûëà
õàðàêòåðíà ïðîäîëüíàÿ îðèåíòàöèÿ ìèîôèáðèëë. Ìèî-
ôèáðèëëû ïðåèìóùåñòâåííî ðàñïîëàãàëèñü ïàðàëëåëüíî
äðóã äðóãó, ïðè ýòîì íàáëþäàëè ñîâïàäåíèå èñ÷åð÷åííî-
ñòè áîëüøèíñòâà ìèîôèáðèëë îò îäíîãî êðàÿ êëåòêè äî
äðóãîãî (ðèñ. 2, á).

Ï ð è ê ó ë ü ò è â è ð î â à í è è â ã å ë ÿ õ ñ ê î í ö å í ò -
ð à ö è å é ê î ë ë à ã å í à 1 . 5 ì ã / ì ë â ýòî æå âðåìÿ â
ÊÌÖ âûÿâëÿëèñü ïîïåðå÷íî èñ÷åð÷åííûå ìèîôèáðèëëû.
Îíè çàïîëíÿëè ïî÷òè âåñü îáúåì êëåòîê è ðàñïîëàãàëèñü
íåóïîðÿäî÷åííî. Êëåòêè èìåëè ïîëèãîíàëüíóþ ôîðìó ñ
íàëè÷èåì ìíîãî÷èñëåííûõ íåáîëüøèõ îòðîñòêîâ, â êîòî-
ðûõ èñ÷åð÷åííûå ìèîôèáðèëëû ïåðåõîäèëè â ðàâíîìåð-
íî îêðàøèâàåìûå ñòðóêòóðû (ðèñ. 1, â).

Èç òðåõ âàðèàíòîâ èññëåäóåìûõ ãåëåé íà 10-å ñóò êó-
ëüòèâèðîâàíèÿ ÊÌÖ ñîõðàíÿëè òèïè÷íóþ äëÿ íèõ îðãà-
íèçàöèþ òîëüêî â ãåëÿõ ñ êîíöåíòðàöèåé êîëëàãåíà
1 ìã/ìë. Òàêèì îáðàçîì, äëÿ ïðîâåäåíèÿ äàëüíåéøåãî èñ-
ñëåäîâàíèÿ ìû èñïîëüçîâàëè êîëëàãåíîâûå ãåëè ñ óêàçàí-
íîé êîíöåíòðàöèåé.

Î ð ã à í 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 Ì Ö í à ð à ç í û õ ñ ð î ê à õ ê ó ë ü ò è â è ð î â à í è ÿ â
ê î ë ë à ã å í î â î ì ã å ë å ñ ê î í ö å í ò ð à ö è å é ê î ë ë à -
ã å í à 1 ì ã / ì ë. Îðãàíèçàöèÿ ñîêðàòèòåëüíîãî àïïàðàòà
ÊÌÖ è ìîðôîëîãèÿ êëåòîê íà 3, 5, 10, 15 è 20-å ñóò êóëü-
òèâèðîâàíèÿ â êîëëàãåíîâîì ãåëå ñ êîíöåíòðàöèåé íå èç-
ìåíÿëàñü. Íà âñåõ èññëåäóåìûõ ñðîêàõ êóëüòèâèðîâàíèÿ
ïîäàâëÿþùåå áîëüøèíñòâî êëåòîê â ãåëÿõ èìåëî õàðàê-
òåðíóþ ïàëî÷êîâèäíóþ ôîðìó ñ îòñóòñòâèåì îòðîñòêîâ
(ðèñ. 2). Ìèîôèáðèëëû ñ ÷åòêîé ïîïåðå÷íîé èñ÷åð÷åííî-
ñòüþ çàïîëíÿëè ôàêòè÷åñêè âåñü îáúåì êëåòîê è ðàñïîëà-

824 Í. Á. Áèëüäþã è äð.

Ðèñ. 1. Êàðäèîìèîöèòû íîâîðîæäåííûõ êðûñ íà 10-å ñóò êóëüòèâèðîâàíèÿ â êîëëàãåíîâûõ ãåëÿõ ñ ðàçíîé êîíöåíòðàöèåé áåëêà:
0.5 (à), 1 (á) è 1.5 (â) ìã/ìë.

Îêðàñêà ñ ïîìîùüþ ðîäàìèí-ôàëëîèäèíà. Ìàñøòàáíûå îòðåçêè — 10 ìêì.



ãàëèñü ïàðàëëåëüíî äðóã äðóãó. Óïîðÿäî÷åííàÿ îðãàíèçà-
öèÿ ìèîôèáðèëë ïðèâîäèëà ê ñîâïàäåíèþ èñ÷åð÷åííîñòè
ó áîëüøèíñòâà ìèîôèáðèëë îò îäíîãî êðàÿ êëåòêè äî
äðóãîãî è ôîðìèðîâàíèþ îáùåãî ìèîôèáðèëëÿðíîãî
ïëàñòà (ðèñ. 2).

Âî âñåõ èññëåäóåìûõ ãåëÿõ æèçíåñïîñîáíîñòü êëåòîê
ñîñòàâëÿëà 75—80 % íà âñåõ ñðîêàõ êóëüòèâèðîâàíèÿ.

Îáñóæäåíèå

Áîëüøèíñòâî êëåòîê ïðè èõ âûäåëåíèè èç òêàíè è ïå-
ðåâîäå â êóëüòóðó â òîé èëè èíîé ñòåïåíè èçìåíÿåò ñâîþ
ìîðôîëîãèþ è ñâîéñòâà, ÷òî, âåðîÿòíî, ñâÿçàíî ñ ïîòåðåé
èõ åñòåñòâåííîãî ìèêðîîêðóæåíèÿ. Èçâåñòíî, ÷òî òðåõ-
ìåðíûå ñèñòåìû êóëüòèâèðîâàíèÿ íàèáîëåå ñîîòâåòñòâó-
þò óñëîâèÿì, â êîòîðûõ êëåòêè íàõîäÿòñÿ â îðãàíèçìå
(Mauch et al., 1988; Eschenhagen et al., 1997; Coker et al.,
1999; Zimmermann et al., 2004).

Âî âñåõ âàðèàíòàõ èññëåäóåìûõ íàìè ãåëåé íà
10-å ñóò êóëüòèâèðîâàíèÿ â ÊÌÖ ñîõðàíÿëèñü ïîïåðå÷íî
èñ÷åð÷åííûå ìèîôèáðèëëû â îòëè÷èå îò ÊÌÖ íà òîì æå
ñðîêå â äâóõìåðíûõ ñèñòåìàõ êóëüòèâèðîâàíèÿ (Áèëü-
äþã, Ïèíàåâ, 2013á). Îäíàêî ìîðôîëîãèÿ ÊÌÖ, êóëüòè-
âèðóåìûõ â ãåëÿõ ñ êîíöåíòðàöèÿìè áåëêà 0.5 è
1.5 ìã/ìë, îòëè÷àëàñü îò òèïè÷íîé. Êëåòêè èìåëè ìíîãî-
÷èñëåííûå îòðîñòêè, íåõàðàêòåðíûå äëÿ ÊÌÖ, íàõîäÿ-

ùèõñÿ â ñîñòàâå òêàíè ñåðäöà. Êðîìå òîãî, ìèîôèáðèëëû
â êëåòêàõ áûëè îðãàíèçîâàíû íåóïîðÿäî÷åííî è ïåðåõî-
äèëè â íåèñ÷åð÷åííûå ñòðóêòóðû. Òàêèå äàííûå óêàçûâà-
þò íà ÷àñòè÷íóþ ïåðåñòðîéêó ñîêðàòèòåëüíîãî àïïàðàòà
ÊÌÖ. Ðàíåå íàìè áûëî ïîêàçàíî, ÷òî ðåîðãàíèçàöèÿ ñî-
êðàòèòåëüíîãî àïïàðàòà ÊÌÖ â óñëîâèÿõ äâóõìåðíîãî
êóëüòèâèðîâàíèÿ ñâÿçàíà ñ íåîáõîäèìîñòüþ ñîçäàíèÿ îï-
òèìàëüíîãî äëÿ êëåòîê âíåêëåòî÷íîãî îêðóæåíèÿ è ñèí-
òåçîì ñîáñòâåííûõ êîìïîíåíòîâ ÂÊÌ (Áèëüäþã, Ïèíàåâ,
2013à). Âîçìîæíî, ÷òî èçìåíåíèå ìîðôîëîãèè ÊÌÖ è ïå-
ðåñòðîéêà èõ ñîêðàòèòåëüíîãî àïïàðàòà ïðè êóëüòèâèðî-
âàíèè â ãåëÿõ ñ óêàçàííûìè êîíöåíòðàöèÿìè êîëëàãåíà
òàêæå ñâÿçàíû ñ ïîïûòêîé ìîäèôèöèðîâàòü ÂÊÌ, â ÷àñò-
íîñòè åãî ïëîòíîñòü.

Ãåëè ñ êîíöåíòðàöèåé áåëêà 1 ìã/ìë îêàçàëèñü íàèáî-
ëåå ïîäõîäÿùèìè äëÿ ïîääåðæàíèÿ åñòåñòâåííîé îðãàíè-
çàöèè ñîêðàòèòåëüíîãî àïïàðàòà ÊÌÖ. Íà 10-å ñóò êóëü-
òèâèðîâàíèÿ, à òàêæå íà äðóãèõ ñðîêàõ êóëüòèâèðîâàíèÿ
ÊÌÖ â ýòèõ ãåëÿõ èìåëè îðãàíèçàöèþ, õàðàêòåðíóþ äëÿ
íèõ â òêàíè ñåðäöà. Òàêèì îáðàçîì, â õîäå äëèòåëüíîãî
êóëüòèâèðîâàíèÿ ÊÌÖ â êîëëàãåíîâûõ ãåëÿõ ñ êîíöåíò-
ðàöèåé 1 ìã/ìã íå áûëî ïåðåñòðîåê èõ ñîêðàòèòåëüíîãî
àïïàðàòà, íàáëþäàåìûõ ïðè êóëüòèâèðîâàíèè â äâóõìåð-
íûõ ñèñòåìàõ.

Íåñìîòðÿ íà ïîëíîå ïîääåðæàíèå èñõîäíîé îðãàíè-
çàöèè ÊÌÖ è èõ æèçíåñïîñîáíîñòü, ìû íå íàáëþäàëè èõ
ñïîíòàííûõ ñîêðàùåíèé â êîëëàãåíîâûõ ãåëÿõ. Ìû ïðåä-
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Ðèñ. 2. Êàðäèîìèîöèòû íîâîðîæäåííûõ êðûñ â êîëëàãåíîâîì ãåëå ñ êîíöåíòðàöèåé 1 ìã/ìë íà ðàçíûõ ñðîêàõ êóëüòèâèðîâàíèÿ:
3 (à), 5 (á), 10 (â), 15 (ã) è 20 (ä) ñóò.

Îêðàñêà ñ ïîìîùüþ ðîäàìèí-ôàëëîèäèíà. Ìàñøòàáíûå îòðåçêè — 10 ìêì.



ïîëàãàåì, ÷òî âàæíûì ôàêòîðîì ìîæåò ÿâëÿòüñÿ îòñóòñò-
âèå ìåõàíè÷åñêîãî íàòÿæåíèÿ ãåëåé. Ñîãëàñíî äàííûì èç
ëèòåðàòóðû, íàòÿæåíèå ìîæåò ñïîñîáñòâîâàòü ñîêðàùå-
íèþ ÊÌÖ â êóëüòóðå (Eschenhagen et al., 1997; Zimmer-
mann et al., 2004). Êðîìå òîãî, ìû ïðåäïîëàãàåì, ÷òî â
ïîääåðæàíèè ñîêðàòèòåëüíîé ñïîñîáíîñòè ÊÌÖ ìîãóò
ïðèíèìàòü ó÷àñòèå è äðóãèå êîìïîíåíòû ÂÊÌ, òàêèå êàê
ëàìèíèí, êîëëàãåíû III è IV è ò. ä.

Ïîëó÷åííûå íàìè äàííûå äàþò îñíîâàíèå ïðåäïîëà-
ãàòü, ÷òî òðåõìåðíûå óñëîâèÿ êóëüòèâèðîâàíèÿ ÿâëÿþòñÿ
íàèáîëåå ïîäõîäÿùèìè äëÿ ïîääåðæàíèÿ òèïè÷íîé ìîð-
ôîëîãèè è îðãàíèçàöèè ñîêðàòèòåëüíîãî àïïàðàòà ÊÌÖ.
Òåì íå ìåíåå äëÿ ïîëó÷åíèÿ ïîëíîöåííîé ìîäåëè ôóíê-
öèîíàëüíî àêòèâíûõ êëåòîê ìèîêàðäà íåîáõîäèìî ïðî-
äîëæèòü ðàáîòó ïî îïòèìèçàöèè òðåõìåðíîé ñèñòåìû, ñî-
çäàííîé íà îñíîâå êîëëàãåíà I òèïà.
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CONTRACTILE APPARATUS ORGANIZATION OF CARDIOMYOCYTES

UPON THEIR CULTIVATION IN COLLAGEN GELS

N. B. Bildjug,1 N. M. Yudintseva, G. P. Pinaev
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Cardiomyocytes are known to change their morphology and reorganize the contractile apparatus upon their
culturing in 2D culture systems. Therefore, the monolayer cardiomyocyte cultures appear to be a poor model
for studying of the biologically important processes in the heart. Present study relates to the searching for the
most optimal culture conditions allowing cardiomyocytes to maintein their typical morphology and the native
state of contractile apparatus. In this study, we investigated organization of the contractile apparatus of cardio-
myocytes when cultured in 3D collagen gels of different density. It has been shown that cardiomyocytes preser-
ve the initial organization of their contractile apparatus during prolonged cultivation in collagen gels at a con-
centration of 1 mg/ml, whereas partial reorganization of their contractile apparatus is observed at a concentrati-
on of 0.5 and 1.5 mg/ml. Thus, cardiomyocytes placed in 3D collagen gels with a protein concentration of
1 mg/ml could be considered as a culture be model which approximates to the natural conditions.

K e y w o r d s: extracellular matrix (ECM), cardiomyocytes (CMC), collagen gel, contractile apparatus.
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