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Кардиомиоциты в составе сердечной ткани имеют высокоорганизованный сократительный аппарат, кото�
рый позволяет им непрерывно поддерживать сократительную способность, в то время как за синтез и
пространственную организацию компонентов внеклеточного матрикса отвечают в основном фибробласты
и клетки эндотелия. Однако при переводе кардиомиоцитов в двумерные системы культивирования проис�
ходит обратимая перестройка их сократительного аппарата, которая сопровождается временной утратой
сократительной способности и началом синтеза компонентов внеклеточного матрикса. В настоящей рабо�
те проведено исследование матриксных металлопротеиназ на разных сроках культивирования кардиомио�
цитов в двумерных условиях и трехмерных коллагеновых гелях. Показано, что кардиомиоциты в процессе
монослойного культивирования секретируют матриксные металлопротеиназы ММП�2 и ММП�9, причем
уровень указанных ММП меняется в зависимости от срока культивирования. Максимальный уровень
ММП�9 наблюдается на ранних сроках культивирования, которые соответствуют перестройке сократитель�
ного аппарата кардиомиоцитов в культуре, а максимальное накопление ММП�2 предшествует восстановле�
нию исходной организации их сократительного аппарата. При культивировании кардиомиоцитов в трех�
мерной системе на основе коллагена, в которой не происходит перестроек их сократительного аппарата,
ММП�2 и ММП�9 секретируются на незначительном уровне с отсутствием выраженной динамики. Эти
данные указывают на то, что перестройки сократительного аппарата кардиомиоцитов в процессе их культи�
вирования связаны с необходимостью синтеза собственного внеклеточного матрикса и его пространствен�
ной организации самими кардиомиоцитами.

КЛЮЧЕВЫЕ СЛОВА: кардиомиоциты, матриксные металлопротеиназы, коллагеновые гели.

Подавляющее большинство клеток в орга�
низме находится в непосредственном контакте с
внеклеточным матриксом. Внеклеточный мат�
рикс образует упорядоченную пространствен�
ную сеть, на поверхности и внутри которой
клетки могут перемещаться и взаимодейство�
вать друг с другом. Внеклеточный матрикс син�
тезируется и секретируется специализирован�
ными клетками и в различных тканях имеет раз�
ный состав и пространственную организацию. В
мышечной ткани сердца основные компоненты
внеклеточного матрикса синтезируются сердеч�
ными фибробластами, эндотелиоцитами и пе�
рицитами, в то время как кардиомиоциты спе�
циализируются на функции сокращения. В свя�
зи с этим кардиомиоциты имеют высокооргани�
зованный сократительный аппарат, образован�
ный миофибриллами.

Известно, что кардиомиоциты можно под�
держивать в первичной культуре в течение дли�
тельного времени. Однако в процессе культиви�
рования они теряют свою исходную организа�
цию. При этом наблюдается перестройка их
сократительного аппарата с обратимым преоб�
разованием типичных миофибриллярных струк�
тур в неисчерченные структуры, напоминающие
стресс�фибриллы немышечных клеток [1–7],
что сопровождается утратой способности к сок�
ращению. На сегодняшний день причины и ме�
ханизмы таких перестроек неизвестны.

Ранее нами были подробно описаны обрати�
мые перестройки сократительного аппарата
кардиомиоцитов в процессе их культивирова�
ния [7]. Реорганизация начинается на 5–6�е сут
культивирования и приводит к полному исчез�
новению исчерченных структур к 8–10�м сут
культивирования. Восстановление исходной ор�
ганизации сократительного аппарата начинает�
ся на 15–17�е сут культивирования с фактичес�
ки полным восстановлением к 20–22�м сут.

МАТРИКСНЫЕ МЕТАЛЛОПРОТЕИНАЗЫ 
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Описанные изменения сопровождаются синте�
зом компонентов внеклеточного матрикса са�
мими кардиомиоцитами [8]. Поскольку в сер�
дечной ткани таких перестроек не наблюдается,
мы предположили, что они связаны с потерей
кардиомиоцитами их естественного микроокру�
жения при переводе в культуру, при этом восста�
новление исходной организации происходит
после наработки необходимого внеклеточного
окружения самими кардиомиоцитами. Однако
при культивировании кардиомиоцитов на дву�
мерных подложках, содержащих наработанные
такими же кардиомиоцитами компоненты вне�
клеточного матрикса, не наблюдается непре�
рывного поддержания исходной организации их
сократительного аппарата [8]. С другой сторо�
ны, при культивировании кардиомиоцитов в
трехмерных коллагеновых гелях не происходит
реорганизации их сократительного аппарата [9].
По�видимому, помимо состава синтезированно�
го внеклеточного матрикса для кардиомиоцитов
может быть существенна его пространственная
организация.

Известно, что в ткани за пространственную
организацию внеклеточного матрикса отвечают
матриксные металлопротеиназы (ММП). ММП
представляют собой семейство цинк� и каль�
ций�зависимых эндопептидаз, которые расщеп�
ляют компоненты внеклеточного матрикса, в
основном коллагены, и играют важную роль во
многих нормальных физиологических процес�
сах, таких как эмбриональное развитие, морфо�
генез, репродукция и ремоделирование ткани, а
также в различных патологических процессах
[10–15]. По специфичности ММП делят на кол�
лагеназы (ММП�1, �8 и �13), желатиназы
(ММП�2 и �9) и стромелизины (ММП�3 и �10).

В литературе имеется много данных, описы�
вающих продукцию ММП в сердце немышеч�
ными клетками, такими как фибробласты и
клетки эндотелия [13, 16–20]. Поскольку в чис�
той культуре кардиомиоцитов отсутствуют дру�
гие клетки, мы предположили, что кардиомио�
циты могут сами синтезировать ММП для ремо�
делирования наработанного ими внеклеточного
матрикса. Цель настоящей работы состояла в
том, чтобы проверить это предположение.

На сегодняшний день имеется крайне мало
данных о способности самих кардиомиоцитов
синтезировать ММП. Тем не менее в одной из
работ был показан синтез ММП, в частности
желатиназ, кардиомиоцитами взрослых свиней
через сутки после их помещения в культуру [21].
Однако в литературе отсутствуют данные о син�
тезе ММП в процессе длительного культивиро�
вания кардиомиоцитов. С другой стороны, из�
вестно, что в ходе дифференцировки прогени�

торных клеток в кардиомиоциты наблюдается
повышение экспрессии ММП�9 и ММП�2 [22].
На основании этих данных мы предположили,
что желатиназы могут быть наиболее ожидае�
мыми ММП для кардиомиоцитов в культуре.

Таким образом, задачей настоящей работы
было исследовать ММП�2 и ММП�9 на разных
сроках монослойного и трехмерного культиви�
рования кардиомиоцитов.

МЕТОДЫ ИССЛЕДОВАНИЯ

Получение первичной культуры кардиомиоци7
тов. Работу проводили на беспородных лабора�
торных крысах. Клетки миокарда выделяли из
желудочков сердец новорожденных 3–6�суточ�
ных животных. Животных усыпляли эфиром,
вскрывали грудную клетку, извлекали сердца,
отсекали сосудистые пучки, сердца промывали
изотоническим фосфатным буфером (PBS, pH 7,4:
140 мМ NaCl, 50 мМ КСl, 10 мМ Na2HPO4). Же�
лудочки отделяли от предсердий, измельчали
ножницами в небольшом объеме PBS и инку�
бировали в растворе трипсина с концентрацией
1 мг/мл в течение 20 мин при 37°. Затем раствор
трипсина с небольшим содержанием клеток (в
основном поврежденных) удаляли и к остав�
шимся кусочкам ткани добавляли раствор про�
теолитических ферментов, содержавший колла�
геназу I типа (коллагеназа краба, «Биолот», Рос�
сия; 0,5 мг/мл) и трипсин («Sigma», США; 1 мг/мл).
Ткань инкубировали в растворе протеолитичес�
ких ферментов 2 раза по 30 мин при 37°. Клетки
в суспензии отмывали от ферментов путем до�
бавления питательной среды DMEM («Биолот»,
Россия), содержавшей 10% сыворотки эмбрио�
нов коров («Gibco», США) и гентамицин («Био�
лот», Россия, 50 мкг/мл), и центрифугирования
при 200 g в течение 5 мин. Для освобождения
полученной суспензии от большей части клеток
эндотелия и клеток крови суспензию снова раз�
водили в полной питательной среде и центри�
фугировали при 150 g 5 мин.

Для того чтобы отделить более адгезивные
фибробласты от медленно прикрепляющихся
кардиомиоцитов, суспензию клеток наносили
на чашки Петри и оставляли в инкубаторе на 2 ч
(время, достаточное для адгезии большинства
фибробластов). Затем неприкрепившиеся кар�
диомиоциты переносили на другие чашки Пет�
ри (или на покровные стекла) в концентрации
∼6 × 104 клеток/см2. Таким образом получали
культуру, обогащенную кардиомиоцитами. Для
избавления от оставшихся делящихся фибро�
бластов на 2�е сут культивирования и далее при
каждой второй смене среды в культуру добавля�
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ли ингибитор синтеза ДНК цитозин�арабино�
зид в концентрации 3 мкг/мл. Клетки культиви�
ровали в инкубаторе с 5%�ным содержанием
СО2 при 37°. Смену среды производили каждые
2–3 сут. За состоянием культивируемых клеток
наблюдали с помощью инвертированного мик�
роскопа («ЛОМО», Россия). Жизнеспособность
клеток оценивали окрашиванием раствором
трипанового синего. На всех сроках культиви�
рования во всех исследуемых культурах жизне�
способность клеток составляла 75–80%.

Выявление структур сократительного аппарата
в кардиомиоцитах методами непрямой иммуно7
флуоресценции и конфокальной микроскопии.
Клетки на покровных стеклах промывали PBS,
фиксировали в 4%�ном растворе формальдеги�
да на PBS при комнатной температуре в течение
10 мин, затем промывали 3 раза PBS. Обрабаты�
вали 0,1%�ным раствором тритона Х�100 на PBS
в течение 3 мин при комнатной температуре, за�
тем промывали 5–6 раз PBS. Для выявления
сократительных структур клетки обрабатывали
родамин�фаллоидином («Sigma», США) в разве�
дении 1 : 30 (на PBS) в течение 15 мин (в темно�
те, при комнатной температуре), затем промы�
вали 3 раза PBS. Для стабилизации флуоресцент�
ной метки клетки заключали в специальную
среду Mounting Medium («Pharmacia Biotech»,
Швеция). Препараты хранили при 4° в защи�
щенном от света месте. Готовые препараты ана�
лизировали на лазерном сканирующем конфо�
кальном микроскопе LEICA TCS SL («Leica»,
Германия) при 40× увеличении объектива. Для
возбуждения флуоресценции использовали
HeNe�лазер с длиной волны 543 нм. Оптические
срезы обрабатывали с помощью программы
Leica Confocal Software («Leica», Германия).

Культивирование кардиомиоцитов в коллаге7
новых гелях. Для приготовления коллагеновых
гелей с концентрацией белка 1 мг/мл использо�
вали коллаген I типа, полученный по стандарт�
ной методике [23], стерильный 0,34 М раствор
NaOH (для доведения pH до 7,0) и концентри�
рованную (10×) питательную среду 199 («Sigma�
Aldrich», США). В полученную смесь добавляли
суспензию кардиомиоцитов в питательной сре�
де DMEM, содержавшей 10% сыворотки эмбри�
онов коров и гентамицин. Полученную смесь
наносили на покровные стекла (по 100 мкл на
стекло) и в стерильных чашках Петри помещали
в инкубатор для формирования коллагенового
геля. Конечная концентрация клеток составля�
ла 3 × 105 клеток на стекло. После полимериза�
ции гелей в чашки добавляли среду DMEM с
сывороткой и гентамицином, клетки культиви�
ровали в течение трех недель. Смену среды про�
водили каждые 2–3 сут. На 2�е сут культивиро�

вания и далее при каждой второй смене среды в
культуру добавляли ингибитор синтеза ДНК ци�
тозин�арабинозид в концентрации 3 мкг/мл.
Жизнеспособность клеток оценивали с по�
мощью окраски раствором трипанового синего.
На всех сроках культивирования во всех иссле�
дуемых культурах жизнеспособность клеток сос�
тавляла 75–80%.

Зимография. Для определения ММП исполь�
зовали метод зимографии с желатином [24] в
модификации Воронкиной с соавт. [25]. Источ�
ником ММП служила среда, кондиционирован�
ная кардиомиоцитами в течение двух сут [26].
Кондиционированную среду отбирали на раз�
ных сроках культивирования кардиомиоцитов и
выдерживали в течение 30 мин в буфере для
проб, содержавшем 62,5 мМ Tris�HCl, pH 6,8 и
0,1%�ный Ds�Na, и анализировали при помощи
Ds�Na�ПААГ�электрофореза в присутствии
0,5 мг/мл желатина в разделяющем геле. Пробы
наносили в количестве, соответствующем 10 мкг
белка на дорожку. Количество белка в пробе оп�
ределяли по методу Брэдфорд [27]. По оконча�
нии электрофореза гель дважды отмывали
2,5%�ным раствором тритона�Х100 для удале�
ния Ds�Na и инкубировали в буфере, содержав�
шем 5 мМ CaCl2 и 50 мМ Tris�HCl, pH 7,2–7,4,
18 ч при 37° для ренатурации протеаз и протека�
ния протеолитических реакций. После инкуба�
ции гель фиксировали в растворе, содержавшем
25% изопропанола и 10% уксусной кислоты, в
течение 30 мин и окрашивали Кумасси ярко�го�
лубым G 250. Для выявления положения зон,
соответствующих ММП�2 и ММП�9, использо�
вали среду, кондиционированную фибробласта�
ми линии HT�1080 [24]. Для проведения коли�
чественного анализа гели сканировали, полу�
ченные изображения обрабатывали с помощью
программы Quantity One. Результаты денсито�
метрии представляли в виде графиков.

Статистический анализ. Статистическую об�
работку данных проводили с помощью програм�
мы STATISTICA 6.0. Данные представляли как
среднее ± SD. Различия считали достоверными
при P < 0,05 (ANOVA).

РЕЗУЛЬТАТЫ ИССЛЕДОВАНИЯ

Организация сократительного аппарата кардио7
миоцитов на разных сроках культивирования. Ра�
нее нами были подробно описаны перестройки
сократительного аппарата кардиомиоцитов в
культуре. Мы показали, что каждой стадии пе�
рестроек соответствует временной диапазон [7,
8]. Поскольку каждая культура индивидуальна,
в настоящей работе проводили анализ состоя�
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ния сократительного аппарата кардиомиоцитов
на разных сроках культивирования для опреде�
ления временных точек, соответствующих изме�
нениям организации сократительного аппарата.
На 3�е сут культивирования наблюдали типич�
ную организацию сократительного аппарата
кардиомиоцитов, представленную поперечно�
исчерченными миофибриллами (рис. 1, а).
Клетки на этом сроке спонтанно сокращались.
На 5�е сут культивирования сохранялись только
фрагменты миофибрилл, непосредственно пе�
реходящие в неисчерченные актинсодержащие
структуры, напоминающие стресс�фибриллы
немышечных клеток (рис. 1, б). На 8 и 10�е сут
культивирования наблюдались максимальные
изменения сократительного аппарата кардио�
миоцитов с полным исчезновением исчерчен�
ных миофибрилл. При этом все тело клеток бы�
ло заполнено стресс�фибриллоподобными струк�
турами (рис. 1, в, г). Клетки на этих сроках утра�
чивали способность к сокращению. К 14�м сут
культивирования сократительный аппарат кар�

диомиоцитов все еще находился в перестроен�
ном состоянии, однако наблюдалось появление
бусинообразных структур, которые предшеству�
ют формированию фрагментов миофибрилл
(рис. 1, д). На 22�е сут культивирования наблю�
дали полное восстановление миофибриллярной
организации сократительного аппарата кардио�
миоцитов с восстановлением их сократительной
способности (рис. 1, е). Во всех экспериментах,
проведенных для каждой из трех исследуемых
культур, наблюдалась аналогичная динамика
перестроек сократительного аппарата. Сроки,
соответствующие изменениям организации
сократительного аппарата, находятся в пределах
диапазонов, описанных ранее. Таким образом,
полученные результаты полностью соответству�
ют ранее полученным данным.

ММП на разных сроках монослойного культи7
вирования кардиомиоцитов. Анализ ММП в мо�
нослойной культуре кардиомиоцитов проводи�
ли на сроках, которые соответствовали разным
стадиям процесса перестройки их сократитель�
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Рис. 1. Кардиомиоциты на разных сроках культивирования: а – 3�е, б – 5�е, в – 8�е, г – 10�е, д – 14�е, е – 22�е сут куль�
тивирования. Окраска с помощью родамин�фаллоидина

а                                 б                                    в

г                                 д                                    е
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ного аппарата в ходе длительного культивирова�
ния (5, 8, 10, 14 и 22�е сут культивирования).
Для определения ММП использовали метод зи�
мографии с желатином, основанный на способ�
ности ММП к ренатурации после Ds�Na�ПААГ�
электрофореза, приводящей к расщеплению
желатина в той зоне геля, в которой находится
ММП. На всех исследуемых сроках была обна�
ружена желатиназная активность в области
между 100 и 60 кДа (рис. 2, а), что соответствует
протеолитической активности MMP�9 и MMP�2
[14, 28]. Область 92 кДа соответствует ММП�9
[14, 28]. Наблюдали повышение желатиназной

активности в этой области от 5 к 8�м и от 8 к
10�м сут культивирования (рис. 2, б). Указанные
сроки соответствуют реорганизации сократи�
тельного аппарата кардиомиоцитов в культуре,
которая заключается в исчезновении миофиб�
рилл и появлении структур немышечного типа
(рис. 1, б–г). На 14�е сут, которые соответствуют
начальным стадиям восстановления сократи�
тельного аппарата кардиомиоцитов в культуре
(рис. 1, д), и на 22�е сут культивирования, кото�
рые соответствуют полному восстановлению
миофибриллярного аппарата кардиомиоцитов в
культуре (рис. 1, е), наблюдалось снижение же�

Рис. 2. Матриксные металлопротеиназы ММП�2 и ММП�9 в монослойной культуре кардиомиоцитов. а – Зимограмма
среды, кондиционированной кардиомиоцитами, на разных сроках монослойного культивирования. Представлены ре�
зультаты типичного эксперимента. Уровень ММП в контроле (в полной питательной среде для кардиомиоцитов до нача�
ла культивирования) соответствует точке 0 на оси Х. Молекулярные массы 92, 72 и 66 кДа соответствуют ММП�9, неак�
тивной и активированной форме ММП�2 соответственно; б – усредненные результаты денситометрии зимограмм для
ММП�9 (по результатам трех экспериментов, данные представлены по отношению к контролю как среднее ± SD). Пунк�
тирная линия показывает контрольный уровень ММП�9. Различие в уровне ММП�9 между 10 и 22�ми сут культивирова�
ния достоверно при P < 0,05, ANOVA; в – усредненные результаты денситометрии зимограмм для ММП�2 (по результа�
там трех экспериментов, данные представлены по отношению к контролю как среднее ± SD). Пунктирная линия пока�
зывает контрольный уровень ММП�2. Различия в уровне ММП�2 между 5 и 14�ми и 14 и 22�ми сут культивирования дос�
товерны при P < 0,05, ANOVA
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латиназной активности в этой области (рис. 2, б).
Желатиназная активность в области 70–60 кДа
соответствует активности ММП�2, неактивная
форма которой (проММР�2) имеет молекуляр�
ную массу 72 кДа, а активированная форма –
молекулярную массу 66 кДа [29]. Желатиназная
активность ММП�2 на всех исследуемых сроках
культивирования значительно превышала конт�
рольный уровень (рис. 2, в). Наблюдалось пос�
тепенное повышение активности в данной об�
ласти от 5 к 8, от 8 к 10 и от 10 к 14�м сут культи�
вирования, которое предшествует восстановле�
нию сократительного аппарата кардиомиоцитов
в культуре. К 22�м сут культивирования, соответ�
ствующим восстановлению миофибриллярного

аппарата кардиомиоцитов, активность в данной
области снижалась (рис. 2, в).

ММП на разных сроках культивирования кар7
диомиоцитов в коллагеновых гелях. Для сопос�
тавления данных по секреции ММП кардиомио�
цитами в двумерных и трехмерных системах
культивирования проводили анализ ММП в
культуре кардиомиоцитов в коллагеновых гелях.
Пробы отбирали на сроках, которые соответ�
ствовали разным стадиям процесса перестройки
сократительного аппарата кардиомиоцитов в
ходе их культивирования в двумерных условиях
(на 3, 5, 10, 15 и 20�е сут культивирования). Наб�
людали желатиназную активность в области
между 100 и 60 кДа (рис. 3, а), что соответствует

Рис. 3. Матриксные металлопротеиназы ММП�2 и ММП�9 в культуре кардиомиоцитов в коллагеновом геле. а – Зимо�
грамма среды, кондиционированной кардиомиоцитами, на разных сроках культивирования в коллагеновых гелях. Пред�
ставлены результаты типичного эксперимента. Уровень ММП в контроле (в полной питательной среде для кардиомиоци�
тов до начала культивирования) соответствует точке 0 на оси Х. Молекулярные массы 92, 72 и 66 кДа соответствуют
ММП�9, неактивной и активированной форме ММП�2 соответственно; б – усредненные результаты денситометрии зи�
мограмм для ММП�9 (по результатам двух экспериментов). Пунктирная линия показывает контрольный уровень ММП�9.
Значения представлены как среднее; в – усредненные результаты денситометрии зимограмм для ММП�2 (по результатам
двух экспериментов). Пунктирная линия показывает контрольный уровень ММП�2. Значения представлены как среднее
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протеолитической активности MMP�9 и MMP�2
[14, 28]. Было показано, что желатиназная ак�
тивность в области 92 кДа, которая соответству�
ет активности ММП�9, не превышала контроль�
ный уровень на всех исследуемых сроках куль�
тивирования (рис. 3, б), что указывает на отсут�
ствие динамики секреции ММП�9 кардиомио�
цитами в коллагеновых гелях. Желатиназная ак�
тивность в области 60–72 кДа, соответствующая
активности ММП�2, незначительно превышала
контрольный уровень с 10 по 20�е сут культиви�
рования кардиомиоцитов в коллагеновых гелях
(рис. 3, в). 

ОБСУЖДЕНИЕ РЕЗУЛЬТАТОВ

ММП являются важными регуляторами
внеклеточного матрикса в сердце и вносят вклад
в поддержание его физиологической функции.
Изменение экспрессии различных ММП в серд�
це может наблюдаться в ходе нормального раз�
вития [10–15, 30], а также при различных забо�
леваниях, например, при диабете, острой ише�
мии и кардиомиопатиях, в моделях гипертро�
фии и сердечной недостаточности [10, 11, 31–48].
В сердечной ткани ключевую роль в ремодели�
ровании внеклеточного матрикса путем синтеза
ММП играют фибробласты [16]. Кроме того,
ММП синтезируются эндотелиальными и глад�
комышечными клетками [13, 18–20]. Однако на
сегодняшний день существует крайне мало ли�
тературных данных, описывающих продукцию
ММП кардиомиоцитами. Полученные в настоя�
щей работе результаты свидетельствуют о том,
что кардиомиоциты в процессе монослойного
культивирования секретируют ММП, причем
их уровень изменяется в зависимости от срока
культивирования.

Поскольку ММП�9 является металлопроте�
иназой, характерной для реакции на стресс и
воспаление [39–45], мы полагаем, что ее накоп�
ление на ранних сроках культивирования кар�
диомиоцитов (с 5 по 10�е сут культивирования)
связано с адаптацией клеток к непривычным
для них условиям в культуре. Указанные сроки
соответствуют реорганизации сократительного
аппарата кардиомиоцитов с полным исчезнове�
нием миофибрилл и появлением структур не�
мышечного типа. Такая реорганизация сопро�
вождается временной утратой сократительной
способности [7, 8]. Начальные стадии восста�
новления миофибриллярного аппарата кардио�
миоцитов и способности к сокращению сопро�
вождаются снижением уровня ММП�9. В лите�
ратуре имеются данные, свидетельствующие о
том, что подавление MMП�9 улучшает сократи�

тельную способность кардиомиоцитов [46–49],
а также приводит к повышению выживаемости
и дифференцировки стволовых клеток сердца в
кардиомиоциты [50]. Процесс дифференциров�
ки кардиомиоцитов сопровождается появлени�
ем новых миофибрилл, как и в случае восста�
новления сократительного аппарата кардиомио�
цитов в процессе их культивирования. Таким
образом, показанная нами корреляция между
снижением уровня ММП�9 и восстановлением
миофибриллярного аппарата кардиомиоцитов
согласуется с описанными в литературе данными.

Постепенное повышение уровня ММП�2
можно объяснить накоплением наработанного
кардиомиоцитами внеклеточного коллагена и
необходимостью его пространственной органи�
зации. Согласно нашим ранее полученным дан�
ным, выраженные коллагеновые структуры во
внеклеточном пространстве появляются на 10�е сут
культивирования кардиомиоцитов [8]. Макси�
мальный уровень ММП�2 (14�е сут культиви�
рования) предшествует началу восстановления
исходной организации сократительного аппара�
та кардиомиоцитов и восстановлению их сокра�
тительной способности. На момент полного
восстановления миофибриллярного аппарата
кардиомиоцитов (22�е сут культивирования)
наблюдается снижение уровня ММП�2, что так�
же соответствует снижению общего количества
внеклеточного матрикса [8]. Мы предполагаем,
что снижение уровня ММП�2 связано с форми�
рованием кардиомиоцитами к этому сроку оп�
тимального для них микроокружения и отсут�
ствием необходимости его дальнейшего ремоде�
лирования. Оптимальная пространственная ор�
ганизация внеклеточного матрикса позволяет
клеткам восстанавливать исходную организа�
цию сократительного аппарата и возвращаться к
основной функции – сокращению.

При анализе ММП кардиомиоцитов в кол�
лагеновых гелях мы наблюдали незначительное
количество ММП�2 и ММП�9. Мы предполага�
ем, что низкий уровень желатиназ с отсутствием
выраженной динамики в культуре кардиомио�
цитов в коллагеновых гелях может объясняться
наличием подходящего трехмерного микроок�
ружения, позволяющего клеткам поддерживать
естественное состояние их сократительного ап�
парата. Это предположение соответствует ранее
полученным данным о непрерывном поддержа�
нии исходной организации сократительного ап�
парата кардиомиоцитов при их культивирова�
нии в трехмерных коллагеновых гелях [9]. Наши
данные согласуются с данными других авторов,
показавших на кардиомиоцитах из сердец
взрослых свиней, что через сутки после поме�
щения клеток в различные системы культивиро�
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вания в трехмерном матригеле наблюдается ми�
нимальный синтез ММП по сравнению с раз�
личными двумерными подложками [21].

Таким образом, мы показали, что при накоп�
лении компонентов внеклеточного матрикса в
монослойной культуре кардиомиоцитов проис�
ходит повышение уровня ММП�2 и снижение
уровня ММП�9. При этом при наличии готово�
го внеклеточного матрикса ММП секретируют�
ся на стабильно низком уровне. Полученные
данные могут указывать на регуляцию секреции
ММП со стороны внеклеточного матрикса. На
клетках некоторых типов было показано, что
наличие таких компонентов внеклеточного мат�
рикса, как ламинин и фибронектин, может вли�
ять на активность ММП [51–53]. Известно, что
взаимодействие клеток с компонентами внекле�
точного матрикса опосредуется трансмембран�
ными белками – интегринами [54–56]. Исходно
считалось, что основная функция интегринов
заключается в обеспечении физической связи
между сократительными структурами клеток и
внеклеточным окружением [57, 58]. Однако в
настоящее время хорошо известно, что интегри�
ны также играют важную роль в передаче сигна�
лов [59–62]. На сегодняшний день существует
мало данных об интегрин�опосредованной пе�
редаче сигналов в миокарде. Однако было пока�
зано, что интегрины необходимы для нормаль�

ного развития и функционирования сердца и
могут участвовать в регуляции экспрессии и
синтеза белков в кардиомиоцитах [59, 62–64].
На основании описанных данных мы предпола�
гаем, что интегрин�опосредованное взаимодей�
ствие кардиомиоцитов с компонентами внекле�
точного матрикса не только принимает участие
в регуляции динамики сократительного аппара�
та, но также может влиять на активность ММП,
которые, в свою очередь, регулируют синтези�
рованный кардиомиоцитами внеклеточный
матрикс.

Поскольку изменения уровня ММП корре�
лируют с накоплением внеклеточного матрикса
и динамикой сократительного аппарата кардио�
миоцитов в культуре, мы предполагаем, что кар�
диомиоциты в процессе монослойного культи�
вирования синтезируют ММП для оптимальной
пространственной организации внеклеточного
матрикса, позволяющей им восстанавливать
миофибриллярный аппарат и сократительную
способность.
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The highly organized contractile apparatus of cardiomyocytes in heart tissue allows for their continuous contractility,
whereas extracellular matrix components are synthesized and spatially organized by fibroblasts and endothelial cells.
However, reorganization of the cardiomyocyte contractile apparatus occurs upon their 2D cultivation, which is
accompanied by transient loss of their contractility and acquired capability of extracellular matrix synthesis. In this
study, matrix metalloproteinases were investigated at different times of cardiomyocyte 2D cultivation and 3D cultiva�
tion in collagen gels. It is shown that cardiomyocytes in 2D culture synthesize matrix metalloproteinases MMP�2 and
MMP�9, wherein their amount varies with the cultivation time. The peak MMP�9 amount is at early cultivation time,
when the reorganization of cardiomyocyte contractile apparatus occurs, and the MMP�2 peak precedes the recovery
of the initial organization of their contractile apparatus. Upon cardiomyocyte cultivation in 3D collagen gels, in which
case their contractile apparatus does not rearrange, steady small amount of MMP�2 and MMP�9 is observed. These
data indicate that the cardiomyocyte contractile apparatus reorganization in culture is associated with synthesis and
spatial organization of their own extracellular matrix.

Key words: cardiomyocytes, matrix metalloproteinases, collagen gels


