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ОСОБЕННОСТИ РАЗВИТИЯ КЛЕТОЧНЫХ ЭЛЕМЕНТОВ МИОКАРДА
НОВОРОЖДЕННЫХ КРЫС В КУЛЬТУРЕ

Институт физиологии НАН Беларуси Поступило 04.10.2004

Пролиферация кардиомиоцитов — основы синтициальной структуры миокарда является
важной проблемой биологии и медицины. Ряд заболеваний сопровождается поражениями в
том числе некротического характера мышцы сердца с последующим замещением дефекта
рубцовой тканью, что чревато аневризмами, ухудшением сократительной способности мио­
карда и т. д. К подобному исходу кроме инфарктов миокарда приводят ранения сердечной
мышцы, эхинококкоз, ревматоидные поражения [1]. По-видимому, целый ряд инфекционно­
токсических состояний также сопровождается такими же нарушениями. Последние, в част­
ности, наблюдаются при воздействии целого ряда экстрацеллюлярных белков гемолитиче­
ских стрептококков группы А (эритрогенного токсина, стрептолизина О, кардиогепатическо-
го токсина, стрептококковой протеиназы) [2], дифтерийного токсина [3] (кстати, способ­
ностью продуцировать этот токсин, как стало известно, наделен не только возбудитель диф­
терии, но и близкие виды коринебактерий, считавшиеся непатогенными [4]), и метаболитов
других микроорганизмов.

Исследования пролиферации клеток сердечной мышцы в культуре предпринимались
и ранее [5—7], однако при этом стремились получить культуры именно кардиомиоцитов,
максимально очищенных от немышечных элементов. Между тем, высокодифференцирован­
ные клетки — кардиомиоциты отличаются низкой способностью к пролиферации. Стимуля­
ция ее требует присутствия ряда дефицитных факторов, объединяемых под термином «фак­
торы роста сердца» и включающих гепаринсвязывающий фактор роста (HBGF), стимули­
рующий размножение кардиомиоцитов и продуцируемый немышечными элементами
сердечной мышцы [8]. Этот белок (45—50 кДа) в силу подобной особенности называют еще
«фактор роста немышечного происхождения» (NMDGF). Кроме того, как правило, срок на­
блюдения культур клеток в указанных выше работах не превышал 2,0—2,5 недель.

Цель настоящей работы — исследование особенностей развития диссоциированной куль­
туры клеток миокарда новорожденных крыс (как первого этапа в создании трансплантабель-
ных культур для восстановительной кардиопластики) при длительном наблюдении — до 30
суток и влияния на клетки добавки плазминогена.

Материалы и методы. В работе использовали трипсин, бактериальную коллагеназу, эмбрио­
нальную телячью сыворотку, питательные среды DMEM, RPMI-1640, ISCOVES, сбалансиро­
ванный физиологический раствор, не содержащий ионов кальция и магния (Sigma, США),
пластиковую посуду — чашки Петри (Sigma и Sartorius). Все растворы готовили на деиони­
зированной бидистиллированной воде. Плазминоген выделяли из обогащенной 0-глобули-
нами фракции плазмы крови человека методом аффинной хроматографии на лизинсодержа­
щем сорбенте. Подробно техника получения плазминогена и характеристика его образцов
рассмотрена нами ранее [9]. Остальные реактивы квалификации «х. ч.» или «ч. д. а.» были
производства стран СНГ.

Сердечную мышцу новорожденных крысят (1—2 суток) тщательно промывали охлажден­
ным физраствором, подвергали механической дезинтеграции и полученную кашицу обраба­
тывали 0,25%-ным раствором трипсина в течение 10—15 мин, а затем — эмбриональной те­
лячьей сывороткой. Полученную взвесь центрифугировали в течение 2 мин при 1000 об/мин
[10]. Супернатант, содержащий клеточные элементы, переносили на чашки Петри. Клетки
культивировали при 37 °С в атмосфере, содержащей 5% СОз, в инкубаторе Heracell (Швей­
цария). Дважды в неделю питательную среду заменяли на свежую.
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Диссоциированная культура клеток сердечной мышцы новорожденных крыс через: а — 1 сутки, б — 3 суток,
в — 5 суток, г — 14 суток культивирования. Световая микроскопия, проходящий свет, увеличение 7 x 1 6

Число диссоциированных клеток учитывали прямым подсчетом в камере Горяева. Мор­
фологию культур исследовали методом прижизненной световой микроскопии на микроскопе
TELEVAL (Германия). Для оценки пролиферативной активности клеток использовали метод
включения 3Н-тимидина в ДНК. С этой целью питательную среду заменяли соответствую­
щей средой, содержащей меченый нуклеотид (1 цСі/мл) на 24 ч. Затем среду с радиометкой
удаляли, клетки дважды отмывали бескальциевым раствором, экстрагировали 10%-ной три­
хлоруксусной кислотой при О °С в течение 1 ч и растворяли клеточный детрит в 0,5 н NaOH
при 37 °С. Радиоактивность аликвот полученного лизата исследовали на р-счетчике Mark Ш
(Tracor Analitic, США). Активность лактатдегидрогеназы (ЛДГ, ЕС 1.1.1.27) определяли в куль­
туральной жидкости по восстановлению пирувата, используя оптический тест Варбурга (из­
менение абсорбции при 340 нм). За единицу активности принимали восстановление 1 мкМ
пирувата в 1 мин при 37 °С и pH 7,4. Для определения внутриклеточной активности креа-
тинкиназы (КК, ЕС 2.7.3.2) клетки снимали с пластика 0,02%-ным раствором версена, под­
считывали в камере Горяева, гомогенизировали на блендере Virtis 45 (США) в гомогенизато­
ре со стеклянным пестиком. Полученный гомогенат центрифугировали в течение 10 мин при
3000 об/мин. Активность определяли также по оптическому тесту Варбурга через гексоки-
назную и глюкозо-6-фосфатдегидрогеназную реакции и выражали в единицах (Е) в пересче­
те на 1 млн клеток. Биохимические наборы для анализа ЛДГ и КК были НТПК «Анализ-Х».
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Все исследования выполнены не менее, чем 3-кратно, результаты обработаны статисти­
чески с вычислением t-критерия Стьюдента.

Результаты и их обсуждение. Взвесь свежедиссоциированных клеток миокарда представ­
ляет собой дисперсную жидкость, содержащую округлившиеся клетки ткани (рисунок). В те­
чение первых суток адгезии на пластиковые поверхности подвергались прежде всего более
плоские фибробластоидные клетки, а затем клетки веретенообразной формы (рисунок), со­
ответствующие кардиомиоцитам [6].

Через 2—3 суток пролиферирующие кардиомиоциты ориентировались в виде звездочек.
Клетки начинали сокращаться с частотой 20—40 пульсаций/мин. Активная пролиферация
прикрепившихся клеток подтверждалась включением в нуклеиновые кислоты 3 Н-тимидина
(таблица). В этот период отмечена наиболее высокая активность ЛДГ в культуральной жид­
кости. Это обусловлено, по-видимому, гибелью неадгезировавшихся клеток, а также повы­
шенной проницаемостью клеточных мембран.

Изменения включения 3 Н-тимидина в Д Н К , лактатдегидрогеназной активности культуральной жидкости и активности
креатинкиназы клеток культуры сердечной мышцы новорожденных крыс в динамике развития культуры (л = 5)

Время культивирования, сут Включение 3Н-тимидина,
(имп мин ^мл*1)

Активность лактатдегидрогеназы,
ед/мл

Активность креатинкиназы,
Е/млн. клеток

3 824 ± 55 0,23 ±0,11 2,0 ± 0,9
7 3650 ± 260 0,10 ± 0,07 4,6 ± 1,3
14 4700 ± 300 0,09 ± 0,05 8,8 ± 2,4
20 не исслед. 0,08 ± 0,06 9,1 ± 3,6

На 7—9 сутки развития культуры формировался монослой бурно разрастающихся фиб­
робластов, эндотелиоцитов, клеток гладкой мускулатуры и кардиомиоцитов. Последние об­
разовывали скопления (рисунок), причем каждое имело собственный ритм сокращений: от 1 до
30 пульсаций/мин. Пролиферация сопровождалась интенсификацией биосинтеза ДНК в 4,4 раза,
судя по включению радиоактивной метки. Стабилизация жизнеспособности культуры к этому
сроку выражалась в падении уровня активности внеклеточной ЛДГ в 2,5 раза (таблица). Фак­
тически, на таком уровне эта активность оставалась до 3-х недель развития культуры. Вместе с тем
происходило существенное увеличение креатинкиназной активности клеток.

Спустя 14—18 суток отмечено уплотнение монослоя культуры, пролиферация еще про­
должалась, хотя, судя по включению3Н-тимидина, темпы ее снижались: синтез ДНК возрастал
лишь на 28,8%. Именно к этому сроку число очагов пульсирующих клеток достигало макси­
мума, что ассоциировалось с максимальной активностью КК (таблица). Имела место двоякая
картина: либо наблюдались несколько очагов пульсирующих клеток (каждый со своей часто­
той сокращения), либо происходила генерализация сократительной активности по всему мо­
нослою. По-видимому, это может быть связано с различиями развития пейсмейкерных кле­
ток в культуре. В ряде случаев морфологически выявлялись клетки нервной ткани с хорошо
развитыми отростками.

На более поздних сроках наблюдения (21—30 сучки) отмечены постепенное затухание сокра­
тительной активности кардиомиоцитов, скопления фагоцитов, что вело к лизису монослоя.

Учитывая значение реакции перицеллюлярного протеолиза, в частности, звена «плазми­
ноген-плазмин» в жизнедеятельности ряда видов клеток, в том числе и нервной ткани [И],
нами было исследовано действие плазминогена человека на сократительную активность кар­
диомиоцитов в культуре. Добавка однократно этого зимогена в концентрации 0,1 мкг/мл
(соответствует 10’9 М) к 10-суточной культуре в ряде случаев вызывала беспорядочные со­
кращения (типа мерцаний) на протяжении 20 мин и полное прекращение пульсации. Это
весьма напоминает эффект плазминогена на электрическую активность нейронов ядер ство­
ла головного мозга, контролирующих активность дыхательного центра: суперфузия раство­
ром плазминогена понтобульбоспинального препарата мозга крысы более 10 мин вела к рез­
кому (на 150—175%) увеличению частоты генерации инспираторных залпов с последующей
необратимой блокадой респираторной активности [12]. Описанный эффект плазминогена на
сократительную способность кардиомиоцитов в культуре существенно отличался от такового
белкового фактора ZC. Внесение последнего в концентрации 2-Ю'8—4-Ю'6 М в культураль­
ную жидкость способствовало возрастанию числа сокращений скоплений кардиомиобластов
в 1,5—5,0 раз, и этот эффект сохранялся до двух суток [13].
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Следует отметить, что культура клеток миокарда крысы является довольно сложной в плане
пролиферации мышечных клеток по сравнению с таковыми других млекопитающих [14]. Аспект
пролиферации в последнее время приобретает особый смысл в связи с наметившимися реально
перспективами трансплантации кардиомиоцитов в очаг дефекта сердечной мышцы [15]. С этой
целью используется иной тип культуры, характеризующейся преобладанием или исключи­
тельным представительством пролиферирующих кардиомиоцитов. Нами же представлен тип
культуры ткани сердечной мышцы более адекватный самой ткани. Известно, что в миокарде
взрослых крыс на долю миоцитов приходится не более 20% общего числа клеток [5]. Такая
культура в возрасте до 20 суток вполне подходящий объект для исследования функций кле­
точных элементов сердечной мышцы, включая пейсмейкерные структуры. Нами обнаружен
новый факт действия плазминогена на клеточном уровне, позволяющий полагать, что в ис­
пользованной концентрации он вызывает явления, весьма напоминающие мерцательную
аритмию. Этот достаточно неожиданный момент требует обстоятельного и глубокого изуче­
ния, что составляет отдельную задачу исследований в перспективе. Вместе с тем он может най­
ти применение при создании (изыскании) противоариатмических препаратов.

Авторы выражают благодарность Н. С. Пыжовой за предоставленные образцы плазминогена
высокой степени чистоты.
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BALASCHKO S. I., OSTROVSKY YU. Р., SIDORENKO G. I.

PECULIARITIES OF THE DEVELOPMENT
OF MYOCARDIAL CELLULAR ELEMENTS OF NEWBORN RATS IN CULTURE

Summary

Monolayer cultures of heart tissue cellular elements (including fibroblasts, endotheliocytes, smooth muscle cells, nervous
cells and cardiomyocytes) were preparated. The dynamics of development and fading of these cultures during 30 days was
described and compared with the 3H-thymidine incorporation, extracellular lactate dehydrogenase activity, creatine kinase activity
of cells. Two types of the functional activity of cardiomyocyte groups were demonstrated, and effect of plasminogen on the
cardiomyocytes contractile ability was established.


