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Èññëåäîâàíî âëèÿíèå ïîíèæåííîãî ñîäåðæàíèÿ êèñëîðîäà â ñðåäå êóëüòèâèðîâàíèÿ íà ïðîëèôåðà-
òèâíóþ àêòèâíîñòü, æèçíåñïîñîáíîñòü è èììóíîôåíîòèï ìåçåíõèìíûõ ñòðîìàëüíûõ êëåòîê èç ëèïîàñ-
ïèðàòà ÷åëîâåêà (ëÌÑÊ). Ïîêàçàíî, ÷òî ïðîëèôåðàòèâíàÿ àêòèâíîñòü êëåòîê â óñëîâèÿõ ãèïîêñèèè (5 %
O2) áûëà â ñðåäíåì â 2.9 ðàçà âûøå ïî ñðàâíåíèþ ñ êóëüòèâèðîâàíèåì â ñòàíäàðòíûõ óñëîâèÿõ íîðìîê-
ñèè (20 % O2). Óìåíüøåíèå ñîäåðæàíèÿ êèñëîðîäà â ñðåäå êóëüòèâèðîâàíèÿ íå èçìåíÿëî æèçíåñïîñîá-
íîñòü è èììóíîôåíîòèï ëÌÑÊ. Òàêèì îáðàçîì, ïîñòîÿííîå êóëüòèâèðîâàíèå ëÌÑÊ â ñðåäå ñ ïîíèæåí-
íûì ñîäåðæàíèåì êèñëîðîäà ìîæåò îêàçàòüñÿ ïîëåçíûì ïîäõîäîì äëÿ ïîëó÷åíèÿ áîëüøåãî êîëè÷åñòâà
êëåòîê ñ íåèçìåíåííûìè ñâîéñòâàìè çà ìåíüøåå âðåìÿ, ÷òî ìîæåò áûòü âîñòðåáîâàíî â îáëàñòè ðåãåíå-
ðàòèâíîé è âîññòàíîâèòåëüíîé òåðàïèè.

Ê ë þ ÷ å â û å ñ ë î â à: ìåçåíõèìíûå ñòðîìàëüíûå êëåòêè-ïðåäøåñòâåííèêè èç æèðîâîé òêàíè, ãèïîê-
ñèÿ, íîðìîêñèÿ, ïðîëèôåðàöèÿ, èììóíîôåíîòèï.

Ï ð è í ÿ ò û å ñ î ê ð à ù å í è ÿ: ÌÑÊ — ìåçåíõèìíûå ñòðîìàëüíûå êëåòêè, ëÌÑÊ — ÌÑÊ èç æèðîâîé
òêàíè (ëèïîàñïèðàòà).

Â ñîâðåìåííîé èññëåäîâàòåëüñêîé ïðàêòèêå êóëüòè-
âèðîâàíèå êëåòîê ïðîâîäèòñÿ îáû÷íî ñ èñïîëüçîâàíèåì
ãàçîâîé ñðåäû, ñîäåðæàíèå êèñëîðîäà â êîòîðîé ñîîòâåò-
ñòâóåò ñîäåðæàíèþ êèñëîðîäà â âîçäóõå. Îäíàêî õîðîøî
èçâåñòíî, ÷òî òàêàÿ êîíöåíòðàöèÿ êèñëîðîäà â íåñêîëüêî
ðàç ïðåâûøàåò ôèçèîëîãè÷åñêèå çíà÷åíèÿ â òêàíÿõ îðãà-
íèçìà, ñîñòàâëÿþùèå îò 4 äî 7 % (Guyton, Hall, 2006). Ñî-
ñòàâ ãàçîâîé ñðåäû ÿâëÿåòñÿ îäíèì èç âàæíåéøèõ ôàêòî-
ðîâ, êîòîðûå ìîãóò ìîäóëèðîâàòü òàêèå ôóíêöèè êëåòîê,
êàê ïðîëèôåðàòèâíàÿ àêòèâíîñòü, æèçíåñïîñîáíîñòü è äð.
Â èññëåäîâàíèÿõ, ïðîâåäåííûõ â ðÿäå ëàáîðàòîðèé, áûëî
ïîêàçàíî, ÷òî êóëüòèâèðîâàíèå ìåçåíõèìíûõ ñòðîìàëü-
íûõ êëåòîê (ÌÑÊ)-ïðåäøåñòâåííèêîâ èç êîñòíîãî ìîçãà â
óñëîâèÿõ ïîíèæåííîãî ñîäåðæàíèÿ O2 ñòèìóëèðóåò èõ
ïðîëèôåðàöèþ è íå îêàçûâàåò ïîâðåæäàþùåãî ýôôåêòà,
ñíèæàþùåãî èõ æèçíåñïîñîáíîñòü (Lennon et al., 2001;
Bosch et al., 2006; Grayson et al., 2006; Áóðàâêîâà, Àíîõè-
íà, 2007). Â íàñòîÿùåå âðåìÿ èíòåðåñ ê ïîëó÷åíèþ çíà÷è-
òåëüíîãî êîëè÷åñòâà ÌÑÊ âîçðîñ â ñâÿçè ñ âîçìîæíîñòüþ
èñïîëüçîâàíèÿ èõ â ðåãåíåðàòèâíîé ìåäèöèíå. Ïðè ýòîì
áîëüøîå çíà÷åíèå èìåþò êàê ïîèñê àëüòåðíàòèâíûõ èñ-
òî÷íèêîâ ÌÑÊ, òàê è îïòèìèçàöèÿ óñëîâèé èõ êóëüòèâè-
ðîâàíèÿ äëÿ ïîëó÷åíèÿ áîëüøåãî êîëè÷åñòâà êëåòîê çà
ìåíüøåå âðåìÿ êóëüòèâèðîâàíèÿ.

Â ïîñëåäíèå ãîäû îäíèì èç ïåðñïåêòèâíûõ èñòî÷-
íèêîâ ïîëó÷åíèÿ ÌÑÊ ðàññìàòðèâàåòñÿ æèðîâàÿ òêàíü
÷åëîâåêà. Çàäà÷à äàííîé ðàáîòû ñîñòîÿëà â èçó÷åíèè âëè-
ÿíèÿ êóëüòèâèðîâàíèÿ ÌÑÊ â ñðåäå ñ ïîíèæåííûì ñîäåð-
æàíèåì O2 íà ïðîëèôåðàòèâíóþ àêòèâíîñòü, æèçíåñïî-
ñîáíîñòü è èììóíîôåíîòèï ÌÑÊ èç ëèïîàñïèðàòà ÷åëî-
âåêà (ëÌÑÊ).

Ìàòåðèàë è ìåòîäèêà

Õ è ì è ÷ å ñ ê è å ð å à ê ò è â û. Èñïîëüçîâàëè ñðåäó
ÄÌÅÌ ñ íèçêèì ñîäåðæàíèåì ãëþêîçû ñ äîáàâëåíèåì
100 åä./ìë ïåíèöèëëèíà, 100 ìêã/ìë ñòðåïòîìèöèíà,
2 ìÌ L-ãëþòàìèíà, 1 ã/ë íàòðèÿ áèêàðáîíàòà (Gibco,
ÑØÀ), 10 % ýìáðèîíàëüíîé òåëÿ÷üåé ñûâîðîòêè (FBS)
(Hyclone, Áåëüãèÿ), 50 ìêã/ìë àìôîòåðèöèíà Â (Sigma-Al-
drich, ÑØÀ). Îòìûâêó êëåòîê îò ñðåäû è ýðèòðîöèòîâ
ïðîâîäèëè 20 ìÌ ôîñôàòíûì áóôåðîì (D-PBS; Gibco,
ÑØÀ), òðèïñèíèçàöèþ ïðîâîäèëè ñìåñüþ ðàñòâîðîâ
òðèïñèíà (0.25 %) è ÝÄÒÀ (0.04 %) (Gibco, ÑØÀ). Äëÿ
ôåðìåíòàòèâíîãî âûäåëåíèÿ êëåòîê èñïîëüçîâàëè
0.15%-íûé ðàñòâîð êîëëàãåíàçû IA (Sigma-Aldrich,
ÑØÀ). Îöåíêó æèçíåñïîñîáíîñòè ëÌÑÊ ïðîâîäèëè ñ èñ-
ïîëüçîâàíèåì íàáîðà Annexin V-FITC Kit (Immunotech,
Ôðàíöèÿ). Èììóíîôåíîòèïèðîâàíèå ïðîâîäèëè ñ èñïîëü-
çîâàíèåì ìîíîêëîíàëüíûõ àíòèòåë, ìå÷åííûõ ôëóîðåñ-
öåèíèçîòèîöèîíàòîì (FITC) èëè ôèêîýðèòðèíîì (PE)
(Immunotech, Ôðàíöèÿ), ê àíòèãåíàì CD31, CD34, CD62L,
CD62E, CD62P, CD117(c-kit), HLA-DR, CD9, CD54,
CD71, CD90, CD105, HLA-ABC è âèìåíòèíó. Â êà÷åñòâå
èçîòèïè÷åñêîãî êîíòðîëÿ ê àíòèòåëàì èñïîëüçîâàëè
FITC- è PE-ìå÷åííûå IgG ñîîòâåòñòâóþùåãî êëàññà.

Â û ä å ë å í è å ë Ì Ñ Ê è ï î ë ó ÷ å í è å ï å ð â è ÷ í î é
ê ó ë ü ò ó ð û. Áûëî èññëåäîâàíî 5 îáðàçöîâ ëèïîàñïèðàòà.
Âûäåëåíèå ïðîâîäèëè, èñïîëüçóÿ îïèñàííóþ ìåòîäèêó
(Zuk et al., 2001) ñ ìîäèôèêàöèÿìè. Æèðîâóþ òêàíü ïîìå-
ùàëè â öåíòðèôóæíóþ ïðîáèðêó, äîëèâàëè PBS (2/3 îáú-
åìà) è äâàæäû öåíòðèôóãèðîâàëè (5 ìèí ïðè 1500 îá/ìèí
è 10 ìèí ïðè 1000 îá/ìèí). Ïîñëå îòìûâêè ëèïîàñïèðàò
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âçâåøèâàëè è äîáàâëÿëè ðàñòâîð êîëëàãåíàçû IA äî êî-
íå÷íîé êîíöåíòðàöèè 0.075 %. Èíêóáèðîâàëè íà âîäÿíîé
áàíå ïðè 37 °Ñ 30 ìèí, ïåðèîäè÷åñêè âñòðÿõèâàÿ. Ïîñëå
èíàêòèâàöèè ôåðìåíòà ñðåäîé, ñîäåðæàùåé 10 % FBS,
ïîâòîðíî öåíòðèôóãèðîâàëè (5 ìèí, 1500 îá/ìèí), îñàäîê
ðåñóñïåíäèðîâàëè è ïðîïóñêàëè ÷åðåç êëåòî÷íûé ôèëüòð.
Îòáèðàëè àëèêâîòó ñðåäû ñ êëåòêàìè è ïîäñ÷èòûâàëè â
ãåìàöèòîìåòðå êîëè÷åñòâî ÿäðîñîäåðæàùèõ êëåòîê.
Ïëîòíîñòü ïîñàäêè ñîñòàâëÿëà (2—3)�105 ÿäðîñîäåðæà-
ùèõ êëåòîê íà 1 ñì2. ×åðåç 24 ÷ êóëüòóðû îòìûâàëè îò íå-
ïðèêðåïèâøèõñÿ êëåòîê D-PBS è çàìåíÿëè ñðåäó êóëüòè-
âèðîâàíèÿ íà ñâåæóþ. Ïàññèðîâàëè êëåòêè ïðè äîñòèæå-
íèè 70—80%-íîé êîíôëþýíòíîñòè. Äëÿ ïðîâåäåíèÿ
ýêñïåðèìåíòîâ èñïîëüçîâàëè êëåòêè 2-ãî ïàññàæà.

Ïîñëå âûäåëåíèÿ êëåòêè ïåðåíîñèëè â êóëüòóðàëüíûå
ôëàêîíû, ÷àñòü èç êîòîðûõ ïîìåùàëè â ñòàíäàðòíûå
óñëîâèÿ êóëüòèâèðîâàíèÿ — 5 % CO2 è 95 % âîçäóõà
(20 % O2), 37 °Ñ, âëàæíîñòü 100 % (êëåòêè â íîðìîêñèè),
äðóãóþ ÷àñòü — â ìóëüòèãàçîâûé òåðìîñòàò Sanyo (ßïî-
íèÿ), â êîòîðîì ïîääåðæèâàëàñü êîíöåíòðàöèÿ êèñëîðîäà
5 % (êëåòêè â ãèïîêñèè).

È ç ó ÷ å í è å ï ð î ë è ô å ð à ò è â í î é à ê ò è â í î ñ ò è
ë Ì Ñ Ê â ê ó ë ü ò ó ð å. Èñïîëüçîâàëè ìåòîä âèäåîìèêðî-
ñêîïèè. Ñ ïîìîùüþ ìèêðîñêîïà Leica DM IL (Leica, Ger-
many, îá. 10�), ñíàáæåííîãî öèôðîâîé âèäåîêàìåðîé,
èçîáðàæåíèå ïåðåäàâàëîñü íà êîìïüþòåð è âïîñëåäñòâèè
àíàëèçèðîâàëîñü. Ôîòîãðàôèðîâàíèå ëÌÑÊ, êóëüòèâèðó-
åìûõ â ãàçîâîé ñðåäå ïðè ñòàíäàðòíîì (20 %) è ïîíèæåí-
íîì (5 %) ñîäåðæàíèè êèñëîðîäà, ïðîâîäèëè ÷åðåç êàæ-
äûå 24 ÷, íà÷èíàÿ ñ 1-õ ñóò ïîñëå ïîñàäêè è äî ìîìåíòà
ïàññèðîâàíèÿ. Â êàæäîì ôëàêîíå ôîòîãðàôèðîâàëè ïî 10
ñòàöèîíàðíûõ ïîëåé çðåíèÿ ïëîùàäüþ 1 ìì2. Íà ïîëó-
÷åííûõ èçîáðàæåíèÿõ êëåòêè ïîäñ÷èòûâàëè ñ ïîìîùüþ
ïðîãðàììû àíàëèçà èçîáðàæåíèÿ SigmaScan Pro 5.0 Image
Analysis Software (SPSS Inc., ÑØÀ). Ýôôåêòèâíîñòü ïðè-
êðåïëåíèÿ îöåíèâàëè ïî êîëè÷åñòâó ïðèêðåïèâøèõñÿ
êëåòîê íà 1 ñì2 ÷åðåç 24 ÷ ïîñëå ïîñàäêè ñ ïëîòíîñòüþ â
ñðåäíåì 3000 êëåòîê íà 1 ñì2.

Î ö å í ê à æ è ç í å ñ ï î ñ î á í î ñ ò è ë Ì Ñ Ê. Æèçíåñïî-
ñîáíîñòü êëåòîê îöåíèâàëè â êîíöå ïàññàæà â ñóñïåíçèè
êëåòîê, ïðèãîòîâëåííûõ äëÿ ñóáêóëüòèâèðîâàíèÿ, ñ ïî-
ìîùüþ íàáîðà ANNEXIN V—FITCKit (Immunotech,
Ôðàíöèÿ) ïî ñòàíäàðòíîé ìåòîäèêå íà ïðîòî÷íîì öèòî-
ôëóîðèìåòðå Epics XL (Beckman Coulter, ÑØÀ) ñîãëàñíî
èíñòðóêöèè ôèðìû-ïðîèçâîäèòåëÿ. Àíàëèçèðîâàëè íå
ìåíåå 10 000 ñîáûòèé.

À í à ë è ç ô å í î ò è ï à ê ó ë ü ò è â è ð ó å ì û õ ë Ì Ñ Ê.
Äëÿ èììóíîôåíîòèïèðîâàíèÿ êëåòêè ïîñëå îòáîðà ñðåäû
êóëüòèâèðîâàíèÿ ïðîìûâàëè D-PBS, ñíèìàëè ñìåñüþ
ðàñòâîðîâ òðèïñèíà è ÝÄÒÀ è èíãèáèðîâàëè ôåðìåíò èç-
áûòêîì ñðåäû ñ ïîíèæåííûì ñîäåðæàíèåì ãëþêîçû, ñî-
äåðæàùåé 10 % FBS. Ïîëó÷åííóþ ñóñïåíçèþ öåíòðèôó-
ãèðîâàëè (5 ìèí ïðè 1000 îá/ìèí), ñóïåðíàòàíò äåêàíòè-
ðîâàëè, ðåñóñïåíäèðîâàëè â 1 ìë PBS, ñîäåðæàùåãî 1 %
FBS, ïîñëå ÷åãî ïðîâîäèëè ïîäñ÷åò êëåòîê â ãåìàòîöèòî-
ìåòðå è ãîòîâèëè ïðîáû ñ êîíöåíòðàöèåé êëåòîê 1�105.
Êëåòêè ïåðåìåøèâàëè è èíêóáèðîâàëè ñ àíòèãåí-ñïåöè-
ôè÷íûìè àíòèòåëàìè èëè èçîòîïè÷åñêèì êîíòðîëåì â òå-
÷åíèå 20 ìèí ïðè 4 °Ñ. Ïîñëå ýòîãî îáúåì ïðîáû äîâîäè-
ëè äî 500 ìêë D-PBS è ïðîâîäèëè ôåíîòèïèðîâàíèå ïî
ñòàíäàðòíîé ìåòîäèêå íà ïðîòî÷íîì öèòîôëóîðèìåòðå
Epics XL (Beckman Coulter, ÑØÀ) ñîãëàñíî èíñòðóêöèè
ôèðìû-ïðîèçâîäèòåëÿ. Ïðè íåïðÿìîì èììóíîôëóîðåñ-
öåíòíîì âûÿâëåíèè ïåðâè÷íûìè àíòèòåëàìè îêðàøèâàëè
ïî ïðèâåäåííîé ðàíåå ñõåìå, çàòåì îòìûâàëè îò íåñâÿçàâ-

øåéñÿ ìåòêè (öåíòðèôóãèðîâàëè â èçáûòêå ñðåäû D-PBS,
ñîäåðæàùåé 1 % FBS, ïðè 1000 îá/ìèí 5 ìèí), äîáàâëÿëè
âòîðè÷íûå FITC- èëè PE-àíòèòåëà è èíêóáèðîâàëè â òå÷å-
íèå 20 ìèí ïðè êîìíàòíîé òåìïåðàòóðå, ïîñëå ÷åãî äîâî-
äèëè îáúåì ïðîáû äî 500 ìêë è àíàëèçèðîâàëè íà ïðîòî÷-
íîì öèòîôëóîðèìåòðå. Èììóíîôåíîòèïèðîâàíèå ïðîâî-
äèëè â íåñêîëüêèõ ïîâòîðàõ, äëÿ êàæäîãî àíòèãåíà
àíàëèçèðîâàëè íå ìåíåå 10 000 êëåòîê.

Ñ ò à ò è ñ ò è ÷ å ñ ê è é à í à ë è ç ïðîâîäèëè ñ ïîìîùüþ
ïàêåòà ïðîãðàìì MS Excel.

Ðåçóëüòàòû

Ñ ð à â í è ò å ë ü í à ÿ î ö å í ê à ï ð î ë è ô å ð à ò è â í î é
à ê ò è â í î ñ ò è è æ è ç í å ñ ï î ñ î á í î ñ ò è ë Ì Ñ Ê, ê ó ë ü -
ò è â è ð ó å ì û õ ï ð è ð à ç ë è ÷ í î ì ñ î ä å ð æ à í è è O2. ×å-
ðåç 24 ÷ ïîñëå ïîñàäêè êàê â íîðìîêñè÷åñêèõ (20 % O2),
òàê è â ãèïîêñè÷åñêèõ (5 % O2) êóëüòóðàõ ìîæíî áûëî îá-
íàðóæèòü êëåòêè, êîòîðûå ðàñïîëàãàëèñü ïîîäèíî÷êå èëè
íåáîëüøèìè ãðóïïàìè (ðèñ. 1, à, â). Ìîðôîëîãè÷åñêèå
ðàçëè÷èÿ ìåæäó êëåòêàìè â íîðìîêñèè è ãèïîêñèè áûëè
íåçíà÷èòåëüíû. Ìîæíî áûëî îòìåòèòü, ÷òî â íîðìîêñè÷å-
ñêèõ êóëüòóðàõ áîëüøå õîðîøî ðàñïëàñòàííûõ êëåòîê ñ
çåðíèñòîñòüþ â ïåðèíóêëåàðíîé îáëàñòè (ðèñ. 1, à). Â ãè-
ïîêñè÷åñêèõ êóëüòóðàõ ïðåîáëàäàëè íåáîëüøèå âûòÿíó-
òûå êëåòêè, óòîëùåííûå â îêîëîÿäåðíîé îáëàñòè. Ñðåäè
ýòèõ êëåòîê ìîæíî áûëî âèäåòü íåáîëüøîå ÷èñëî îäèíî÷-
íûõ êðóïíûõ õîðîøî ðàñïëàñòàííûõ êëåòîê (ðèñ. 1, â).
Ïîñëå 4—6 ñóò êóëüòèâèðîâàíèÿ ìîðôîëîãè÷åñêèå ðàçëè-
÷èÿ ìåæäó êëåòêàìè â íîðìîêñèè è ãèïîêñèè ñòàíîâèëèñü
áîëåå âûðàæåííûìè: íîðìîêñè÷åñêèå êëåòêè áûëè
ïî-ïðåæíåìó ñèëüíî ðàñïëàñòàíû, à çåðíèñòîñòü âîêðóã
ÿäðà â íèõ åùå áîëåå çàìåòíà (ðèñ. 1, á). Â ãèïîêñè÷åñêèõ
êóëüòóðàõ áîëüøèíñòâî êëåòîê ïî ôîðìå ñîîòâåòñòâîâàëî
íåáîëüøèì âûòÿíóòûì êëåòêàì, îáíàðóæèâàåìûì ÷åðåç
24 ÷ ïîñëå ïîñàäêè (ðèñ. 1, ã). Ýôôåêòèâíîñòü ïðèêðåïëå-
íèÿ êëåòîê ê ïëàñòèêó ñîñòàâëÿëà 80—90 % îò ïëîòíîñòè
ïîñàäêè è ïðàêòè÷åñêè íå ðàçëè÷àëàñü â êóëüòóðàõ, ýêñïî-
íèðóåìûõ â ñðåäàõ ñ ðàçëè÷íûì ñîäåðæàíèåì êèñëîðîäà.

Äëÿ ñðàâíåíèÿ ïðîëèôåðàòèâíîé àêòèâíîñòè êëåòîê â
óñëîâèÿõ ðàçëè÷íîãî ñîäåðæàíèÿ êèñëîðîäà åæåäíåâíî
îïðåäåëÿëè èõ êîëè÷åñòâî â ôèêñèðîâàííûõ ïîëÿõ çðåíèÿ,
êàê îïèñàíî â ðàçäåëå «Ìàòåðèàë è ìåòîäèêà». Ïî ðåçóëü-
òàòàì ïîäñ÷åòà áûëè ïîñòðîåíû êðèâûå ïðîëèôåðàöèè äëÿ
íîðìîêñè÷åñêèõ è ãèïîêñè÷åñêèõ êëåòîê (ðèñ. 2). Õàðàêòåð
ðîñòà êëåòîê â òåõ è äðóãèõ êóëüòóðàõ îïèñûâàëñÿ òèïè÷-
íîé äëÿ ÌÑÊ êðèâîé ïðîëèôåðàöèè: ëàã-ôàçà â òå÷åíèå
48—72 ÷, êîòîðàÿ ñìåíÿëàñü ôàçîé ðîñòà.

Â òàáë. 1 ïðèâåäåíû äàííûå, õàðàêòåðèçóþùèå ïðî-
ëèôåðàòèâíóþ àêòèâíîñòü êëåòîê â ñðåäàõ ñ ðàçëè÷íûì
ñîäåðæàíèåì êèñëîðîäà. Âî âñåõ èçó÷åííûõ ñëó÷àÿõ ïðî-
ëèôåðàòèâíàÿ àêòèâíîñòü ãèïîêñè÷åñêèõ êëåòîê áûëà
âûøå, ÷åì ó êëåòîê â íîðìîêñèè. Êðàòíîñòü ðàçëè÷èé â
ïðîëèôåðàòèâíîé àêòèâíîñòè ïî âñåì îáðàçöàì ñîñòàâèëà
2.9 � 0.2 (òàáë. 1). Âðåìÿ óäâîåíèÿ êëåòîê â èññëåäóåìûõ
êóëüòóðàõ âàðüèðîâàëî â øèðîêèõ ïðåäåëàõ è ñîñòàâëÿëî
îò 18.9 äî 144.0 ÷ â ãèïîêñèè è îò 21.9 äî 330.0 ÷ ïðè êó-
ëüòèâèðîâàíèè â íîðìîêñèè. Âî âñåõ ñëó÷àÿõ âðåìÿ óäâî-
åíèÿ êëåòîê â ãèïîêñèè áûëî çíà÷èòåëüíî ìåíüøå, à êî-
ëè÷åñòâî êëåòî÷íûõ óäâîåíèé çà òî æå âðåìÿ áîëüøå, ÷åì
â íîðìîêñèè.

Ïðè îöåíêå æèçíåñïîñîáíîñòè ëÌÑÊ ñ ïîìîùüþ íà-
áîðà Annexin V—FITCKit îêàçàëîñü, ÷òî êóëüòèâèðî-
âàíèå â ñðåäàõ ñ ðàçëè÷íûì ñîäåðæàíèåì êèñëîðîäà
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Ðèñ. 1. Ìåçåíõèìíûå ñòðîìàëüíûå êëåòêè èç ëèïîàñïèðàòà (ëÌÑÊ), êóëüòèâèðóåìûå â óñëîâèÿõ íîðìîêñèè (20 % êèñëîðîäà — à,
á) è ãèïîêñèè (5 % êèñëîðîäà — â, ã).

à — 24 ÷ êóëüòèâèðîâàíèÿ, ñòðåëêàìè óêàçàíû õîðîøî ðàñïëàñòàííûå êëåòêè ñ çåðíèñòîñòüþ â ïåðèíóêëåàðíîé îáëàñòè; á — 120 ÷, êóëüòóðà ñîñòîèò
èç êðóïíûõ, õîðîøî ðàñïëàñòàííûõ êëåòîê ñ âûðàæåííîé çåðíèñòîñòüþ; â — 24 ÷ êóëüòèâèðîâàíèÿ, îäèíî÷íûìè ñòðåëêàìè óêàçàíû óïëîùåííûå
êëåòêè, äâîéíûìè — õîðîøî ðàñïëàñòàííûå êëåòêè íåïðàâèëüíîé ôîðìû; ã — 120 ÷, êóëüòóðà ñîñòîèò â îñíîâíîì èç âûòÿíóòûõ êëåòîê, óïëîùåííûõ

â îêîëîÿäåðíîé îáëàñòè. Ôàçîâî-êîíòðàñòíàÿ ìèêðîñêîïèÿ; ìàñøòàáíûå ëèíåéêè — 100 ìêì.

Ò à á ë è ö à 1

Ïðîëèôåðàòèâíàÿ àêòèâíîñòü ëÌÑÊ,
êóëüòèâèðóåìûõ â ñðåäå

ñ ðàçëè÷íûì ñîäåðæàíèåì êèñëîðîäà

Îáðàçåö
Ãèïîêñèÿ/íîðìîêñèÿ,
êðàòíîñòü ðàçëè÷èé

1 2.5

2 2.7

3 3.0

4 2.0

5 3.1

M � m 2.9 � 0.2

Ï ð è ì å ÷ à í è å. Íîðìîêñèÿ è ãèïîêñèÿ — ñîîòâåòñòâåííî 20 è 5 %
êèñëîðîäà â ñðåäå êóëüòèâèðîâàíèÿ ëÌÑÊ. M � m — ñðåäíåå è åãî ñòàí-
äàðòíîå îòêëîíåíèå. Â êóëüòóðàõ êëåòîê êàæäîãî îáðàçöà ïîäñ÷èòûâàëè
êîëè÷åñòâî êëåòîê â ïîñëåäíèå ñóòêè ïåðåä ñóáêóëüòèâèðîâàíèåì è îï-
ðåäåëÿëè êðàòíîñòü ðàçëè÷èé.

Ðèñ. 2. Êðèâûå ïðîëèôåðàöèè ëÌÑÊ, êóëüòèâèðóåìûõ â óñëî-
âèÿõ íîðìîêñèè (20 % êèñëîðîäà, êðèâàÿ 1) è ãèïîêñèè (5 %

êèñëîðîäà, êðèâàÿ 2).

Ïîäñ÷åò ëÌÑÊ ïðîâîäèëè ÷åðåç êàæäûå 24 ÷, íà÷èíàÿ ñ 1-õ ñóò ïîñëå
ïîñàäêè è äî ìîìåíòà ïàññèðîâàíèÿ. Â êàæäîé òî÷êå îïðåäåëÿëè ñðåäíåå
êîëè÷åñòâî êëåòîê íà 1 ìì2. Ïðèâåäåíû ðåïðåçåíòàòèâíûå êðèâûå ïðî-

ëèôåðàöèè êëåòîê, îáðàçåö 2.
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Ðèñ. 3. Èììóíîôåíîòèïè÷åñêàÿ èäåíòèôèêàöèÿ ëÌÑÊ.

ëÌÑÊ èç ñóñïåíçèè, ïîäãîòîâëåííîé äëÿ èììóíîôåíîòèïèðîâàíèÿ íà ïðîòî÷íîì öèòîôëóîðèìåòðå, èññëåäîâàëè òàêæå ñ ïîìîùüþ ôëóîðåñöåíòíîé
è ôàçîâî-êîíòðàñòíîé ìèêðîñêîïèè. à, â, ä, æ — ôàçîâûé êîíòðàñò; á, ã, å, ç (òå æå ïîëÿ çðåíèÿ, ÷òî è à—æ) — ôëóîðåñöåíöèÿ FITC. Ìàñøòàáíûå ëè-

íåéêè — 100 ìêì.



(5 èëè 20 %) íå âëèÿëî íà æèçíåñïîñîáíîñòü êëåòîê, êîòî-
ðàÿ ñîñòàâëÿëà â ñðåäíåì îêîëî 90 % âî âñåõ èçó÷åííûõ
îáðàçöàõ.

È ì ì ó í î ö è ò î õ è ì è ÷ å ñ ê à ÿ õ à ð à ê ò å ð è ñ ò è ê à
ë Ì Ñ Ê, ê ó ë ü ò è â è ð ó å ì û õ â ñ ð å ä å ñ ð à ç ë è ÷ í û ì
ñ î ä å ð æ à í è å ì O2. Èììóíîôåíîòèïèðîâàíèå ïðîâîäè-
ëè, èñïîëüçóÿ ìîíîêëîíàëüíûå àíòèòåëà ê ìàðêåðàì ãå-
ìîïîýòè÷åñêèõ è ýíäîòåëèàëüíûõ êëåòîê-ïðåäøåñòâåí-
íèêîâ — CD31, CD34, CD62L, CD62E, CD62P,
CD117(c-kit) è HLA-DR, à òàêæå ñòðîìàëüíûõ êëåòîê-
ïðåäøåñòâåííèêîâ — CD9, CD54, CD71, CD90, CD105,
HLA-ABC è âèìåíòèíó. Ïðè ìèêðîñêîïè÷åñêîì èçó÷å-
íèè íà ïîâåðõíîñòè êëåòîê ìîæíî áûëî âûÿâèòü ôëóîðåñ-
öåíöèþ ðàçëè÷íîé èíòåíñèâíîñòè, ñîîòâåòñòâóþùóþ ìå-
ñòàì ñâÿçûâàíèÿ FITC-ìå÷åííûõ àíòèãåí-ñïåöèôè÷íûõ
àíòèòåë. Íà ðèñ. 3 ïîêàçàíû ðåçóëüòàòû èììóíîöèòîõè-
ìè÷åñêîãî âûÿâëåíèÿ íåêîòîðûõ èç èñïîëüçîâàííûõ àí-
òèãåíîâ. Êîëè÷åñòâî îêðàøåííûõ êëåòîê âàðüèðîâàëî â
çàâèñèìîñòè îò èññëåäóåìîãî àíòèãåíà. Ðåçóëüòàòû èììó-
íîôåíîòèïèðîâàíèÿ 5 èññëåäîâàííûõ îáðàçöîâ ïðèâåäå-
íû â òàáë. 2. Äîëÿ îêðàøåííûõ àíòèòåëàìè ïðîòèâ îäíîãî
è òîãî æå àíòèãåíà êëåòîê âàðüèðîâàëà â äîñòàòî÷íî øè-
ðîêèõ ïðåäåëàõ â çàâèñèìîñòè îò îáðàçöà (òàáë. 2).

Âî âñåõ ýêñïåðèìåíòàõ êàê â íîðìîêñè÷åñêèõ, òàê è â
ãèïîêñè÷åñêèõ êóëüòóðàõ íå áûëî îáíàðóæåíî êëåòîê, ýêñï-
ðåññèðóþùèõ ìàðêåðû, õàðàêòåðíûå äëÿ ýíäîòåëèÿ è ãåìà-
òîïîýòè÷åñêèõ êëåòîê-ïðåäøåñòâåííèêîâ — CD31, CD34,
CD62L, CD62E, CD62P, CD117(c-kit) è HLA-DR. Êóëüòóðû
â íîðìîêñèè è ãèïîêñèè íå ðàçëè÷àëèñü ïî êîëè÷åñòâó êëå-
òîê, íåñóùèõ ìàðêåðû, ñïåöèôè÷íûå äëÿ ëÌÑÊ.

Îáñóæäåíèå

Áûñòðî ðàçâèâàþùååñÿ â íàñòîÿùåå âðåìÿ íàïðàâëå-
íèå êëåòî÷íûõ òåõíîëîãèé, ñâÿçàííîå ñ èñïîëüçîâàíèåì
òàê íàçûâàåìûõ ñòâîëîâûõ êëåòîê âçðîñëîãî îðãàíèçìà,

ïðèâëåêëî âíèìàíèå èññëåäîâàòåëåé ê ÌÑÊ. Îñíîâíûì
èñòî÷íèêîì ÌÑÊ äî íåäàâíåãî âðåìåíè ñ÷èòàëñÿ êîñò-
íûé ìîçã, íî òðóäíîñòè, âîçíèêàþùèå èç-çà âûñîêîé
òðàâìàòè÷íîñòè ïðîöåäóðû áèîïñèè, âûíóäèëè èññëåäî-
âàòåëåé èñêàòü íîâûå èñòî÷íèêè ñòâîëîâûõ êëåòîê (Cap-
lan, Bruder, 2001; Zuk et al., 2001, 2002; Katz et al., 2005;
Ðîìàíîâ è äð., 2006). Îäíèì èç íàèáîëåå äîñòóïíûõ èñ-
òî÷íèêîâ ÌÑÊ ÿâëÿåòñÿ æèðîâàÿ òêàíü, êîòîðàÿ? òàê æå
êàê è êîñòíûé ìîçã, ÿâëÿåòñÿ ïðîèçâîäíûì ìåçåíõèìû è
ñîäåðæèò ïîääåðæèâàþùóþ åãî ñòðîìó, êîòîðàÿ ìîæåò
áûòü ëåãêî èçîëèðîâàíà (Zuk et al., 2001, 2002; Lee et al.,
2004; Cao et al., 2005; Dicker et al., 2005; Katz et al., 2005;
Leong et al., 2005).

ëÌÑÊ â íàñòîÿùåå âðåìÿ ðàññìàòðèâàþòñÿ êàê îäèí
èç îñíîâíûõ èñòî÷íèêîâ êëåòî÷íîãî ìàòåðèàëà äëÿ óäîâ-
ëåòâîðåíèÿ ïîòðåáíîñòåé ðåãåíåðàòèâíîé è âîññòàíîâè-
òåëüíîé ìåäèöèíû. Îäíàêî íåïîñðåäñòâåííî èç ïîñòîïå-
ðàöèîííîãî ìàòåðèàëà íåâîçìîæíî ïîëó÷èòü íåîáõîäè-
ìîå äëÿ äàëüíåéøåãî èñïîëüçîâàíèÿ êîëè÷åñòâî êëåòîê.
Êóëüòèâèðîâàíèå êëåòîê âíå îðãàíèçìà ïîçâîëÿåò ðåøàòü
çàäà÷è, ñâÿçàííûå ñ áûñòðûì íàðàùèâàíèåì êëåòî÷íîé
ìàññû. Â ñâÿçè ñ ýòèì ðàçðàáîòêà ïîäõîäîâ ê îïòèìèçà-
öèè ñïîñîáîâ ïîëó÷åíèÿ è êóëüòèâèðîâàíèÿ ëÌÑÊ, à òàê-
æå èõ õàðàêòåðèñòèêà ÿâëÿþòñÿ âàæíîé çàäà÷åé ñîâðå-
ìåííîé êëåòî÷íîé ôèçèîëîãèè è áèîòåõíîëîãèè.

Ãàçîâûé ñîñòàâ ñðåäû äëÿ âûðàùèâàíèÿ êëåòîê —
íàèáîëåå êîíñåðâàòèâíûé ïàðàìåòð ïðè êóëüòèâèðîâà-
íèè. Â ÷àñòíîñòè, ñîäåðæàíèå êèñëîðîäà â òàêîé ñðåäå
ïðàêòè÷åñêè ñîîòâåòñòâóåò ñîäåðæàíèþ êèñëîðîäà â âîç-
äóõå. Â íàó÷íîé ëèòåðàòóðå àêòèâíî îáñóæäàåòñÿ âîïðîñ
î òîì, êàêàÿ êîíöåíòðàöèÿ O2 ÿâëÿåòñÿ ôèçèîëîãè÷åñêîé
äëÿ êëåòîê. Ïîñêîëüêó ôèçèîëîãè÷åñêîå ñîäåðæàíèå êèñ-
ëîðîäà â òêàíÿõ ñîñòàâëÿåò îêîëî 4—7 %, âûñêàçûâàåòñÿ
ïðåäïîëîæåíèå î òîì, ÷òî èìåííî òàêîå åãî ñîäåðæàíèå
äîëæíî áûòü îïòèìàëüíûì äëÿ êóëüòèâèðóåìûõ êëåòîê
(Guyton, Hall, 2006). Îäíàêî íåò ýêñïåðèìåíòàëüíûõ äàí-
íûõ î òîì, êàê óìåíüøåíèå êîíöåíòðàöèè êèñëîðîäà â ãà-
çîâîé ñðåäå ïðè êóëüòèâèðîâàíèè êëåòîê ïîâëèÿåò íà èõ
ìîðôîôóíêöèîíàëüíîå ñîñòîÿíèå. Â ðÿäå èññëåäîâàíèé, â
òîì ÷èñëå ïðîâåäåííûõ è â íàøåé ëàáîðàòîðèè, áûëî ïî-
êàçàíî, ÷òî êóëüòèâèðîâàíèå ÌÑÊ, âûäåëåííûõ èç êîñò-
íîãî ìîçãà êðûñ, â óñëîâèÿõ ïîíèæåííîãî ñîäåðæàíèÿ
êèñëîðîäà ïðèâîäèò ê óâåëè÷åíèþ èõ ïðîëèôåðàòèâíîé
àêòèâíîñòè è æèçíåñïîñîáíîñòè (Lennon et al., 2001; Áó-
ðàâêîâà, Àíîõèíà, 2007).

Â íàñòîÿùåé ðàáîòå ìû ïîêàçàëè, ÷òî ïîíèæåííîå ñî-
äåðæàíèå O2 (5 %) â ñðåäå êóëüòèâèðîâàíèÿ ëÌÑÊ ñòè-
ìóëèðóåò èõ ïðîëèôåðàòèâíóþ àêòèâíîñòü è íå âëèÿåò íà
æèçíåñïîñîáíîñòü è èììóíîôåíîòèï ïî ñðàâíåíèþ ñ
ëÌÑÊ, êóëüòèâèðóåìûìè â ñðåäå ñî ñòàíäàðòíûì ñîäåð-
æàíèåì O2 (20 %).

Äëÿ ïîëó÷åíèÿ ëÌÑÊ ÷åëîâåêà ìû èñïîëüçîâàëè
ïðåäëîæåííûé ïðîòîêîë (Zuk et al., 2001) ñ íåêîòîðûìè
ìîäèôèêàöèÿìè. Â ÷àñòíîñòè, ïåðåä îáðàáîòêîé òêàíè
êîëëàãåíàçîé ïðîâîäèëè äâóêðàòíîå öåíòðèôóãèðîâàíèå,
ïîçâîëÿþùåå óäàëèòü çíà÷èòåëüíîå êîëè÷åñòâî ýðèòðî-
öèòîâ, ÷òî â äàëüíåéøåì ïîçâîëèëî ïîëó÷èòü áîëåå ÷èñ-
òóþ ñóñïåíçèþ ëÌÑÊ. Âûäåëåííûå íàìè è êóëüòèâèðóå-
ìûå â ñòàíäàðòíûõ óñëîâèÿõ (20 % O2) ëÌÑÊ ïî ñâîèì
ìîðôîëîãè÷åñêèì õàðàêòåðèñòèêàì, à òàêæå ïî ýêñïðåñ-
ñèè ðàçëè÷íûõ ñïåöèôè÷íûõ äëÿ ÌÑÊ àíòèãåíîâ íå îò-
ëè÷àëèñü îò êëåòîê, îïèñûâàåìûõ äðóãèìè àâòîðàìè (Zuk
et al., 2002; Fink et al., 2004; Lee et al., 2004; Òåïëÿøèí è
äð., 2005; Cao et al., 2005; Dicker et al., 2005; Katz et al.,
2005). Òàê, íàëè÷èå òàêèõ àíòèãåíîâ, êàê CD9, CD54,
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Èììóíîôåíîòèïèðîâàíèå ëÌÑÊ, êóëüòèâèðóåìûõ
â óñëîâèÿõ ðàçëè÷íîãî ñîäåðæàíèÿ êèñëîðîäà

Àíòèãåí
Ýêñïðåññèÿ àíòèãåíà, %

â íîðìîêñèè (20 % O2) â ãèïîêñèè (5 % O2)

ÑD31 1.057—1.150 1.4

ÑD34 1.67—1.93 1.1—3.1

CD621 1.40—1.55 1.35—1.48

CD62E 0.70—1.05 0.80—1.60

CD62P 0.91—1.26 0.70—0.48

CD117(c-kit) 1.57—2.71 1.23—1.56

HLA-DR 0.0 0.0

CD9 26.61—50.39 26.33—51.87

CD54 34.00—70.15 66.00—73.63

CD71 95.00—97.50 97.87—98.99

CD90 38.90—93.09 66.81—93.69

CD105 48.93—97.57 83.87—97.02

CD106 11.90—36.80 3.90—35.29

HLA-ABC 98.60—99.46 99.05—99.64

Âèìåíòèí 100.0 100.0

CD49d 1.50—2.27 12.60—13.80



CD71, CD90, CD105, CD106, HLA-ABC è âèìåíòèí, ñâè-
äåòåëüñòâîâàëî î òîì, ÷òî èññëåäóåìûå íàìè êëåòêè ìîæ-
íî îõàðàêòåðèçîâàòü êàê ëÌÑÊ.

Ñðàâíåíèå êëåòîê, êóëüòèâèðóåìûõ â ãàçîâîé ñðåäå
ñî ñòàíäàðòíûì (20 %) è ïîíèæåííûì (5 %) ñîäåðæàíèåì
êèñëîðîäà, âûÿâèëî íàëè÷èå ìîðôîëîãè÷åñêèõ ðàçëè÷èé
ìåæäó êëåòêàìè, êóëüòèâèðóåìûìè â ñðåäå ñ ðàçëè÷íûì
ñîäåðæàíèåì êèñëîðîäà, à òàêæå áîëåå âûñîêóþ ïðîëè-
ôåðàòèâíóþ àêòèâíîñòü êëåòîê, íàõîäèâøèõñÿ â ãèïîê-
ñèè. Õàðàêòåð ðîñòà íîðìîêñè÷åñêèõ è ãèïîêñè÷åñêèõ
êëåòîê íå ðàçëè÷àëñÿ è îïèñûâàëñÿ ñòàíäàðòíîé äëÿ ÌÑÊ
êðèâîé ïðîëèôåðàöèè, âêëþ÷àþùåé â ñåáÿ ëàã-ôàçó è
ôàçó ðîñòà. Ïîëó÷åííûå íàìè äàííûå î âëèÿíèè ãèïîêñèè
íà ìîðôîëîãèþ ëÌÑÊ è èõ ïðîëèôåðàòèâíóþ àêòèâíîñòü
õîðîøî ñîãëàñóþòñÿ ñ äàííûìè, ïîëó÷åííûìè ðàíåå â
íàøåé è â äðóãèõ ëàáîðàòîðèÿõ, î âëèÿíèè ãèïîêñèè íà
ÌÑÊ èç êîñòíîãî ìîçãà êðûñû (Lennon et al., 2006; Áóðàâ-
êîâà, Àíîõèíà, 2007), ìûøè (Ren et al., 2006) è ñâèíüè
(Bosch et al., 2006).

Â íàøåì èññëåäîâàíèè íå îáíàðóæåíî âëèÿíèÿ èçìå-
íåíèÿ ñîäåðæàíèÿ êèñëîðîäà â ãàçîâîé ñðåäå íà æèçíå-
ñïîñîáíîñòü ëÌÑÊ, õîòÿ äëÿ ÌÑÊ èç êîñòíîãî ìîçãà êðû-
ñû áûëî ïîêàçàíî çàùèòíîå äåéñòâèå ãèïîêñèè íà êëåòêè,
÷òî âûðàæàëîñü â óìåíüøåíèè êîëè÷åñòâà àïîïòîòè÷å-
ñêèõ ÌÑÊ â êóëüòóðå íà ðàííèõ ïàññàæàõ (Áóðàâêîâà,
Àíîõèíà, 2007). Ñòîèò îòìåòèòü, ÷òî äëèòåëüíî êóëüòèâè-
ðóåìûå ìåçåíõèìíûå êëåòêè-ïðåäøåñòâåííèêè èç êîñò-
íîãî ìîçãà èíà÷å ðåàãèðîâàëè íà ñíèæåíèå ñîäåðæàíèÿ
êèñëîðîäà â ñðåäå (Àíîõèíà, Áóðàâêîâà, 2006).

Àíàëèç äàííûõ, ïîëó÷åííûõ ïðè èììóíîôåíîòèïèðî-
âàíèè ëÌÑÊ, ïîêàçûâàåò, ÷òî äîëÿ êëåòîê, ýêñïðåññèðóþ-
ùèõ ñïåöèôè÷íûå ìàðêåðû, çíà÷èòåëüíî âàðüèðóåò îò äî-
íîðà ê äîíîðó, ÷òî ñîîòâåòñòâóåò äàííûì äðóãèõ àâòîðîâ
(Lee et al., 2004; Òåïëÿøèí è äð., 2005). Ïðè ýòîì íàì íå
óäàëîñü îáíàðóæèòü äîñòîâåðíûå ðàçëè÷èÿ ìåæäó êëåòêà-
ìè, êóëüòèâèðóåìûìè ïðè ðàçíîì ñîäåðæàíèè êèñëîðîäà,
÷òî ïîçâîëÿåò ñäåëàòü âûâîä: êóëüòèâèðîâàíèå â óñëîâè-
ÿõ èçìåíåííîãî ñîäåðæàíèÿ êèñëîðîäà íå âëèÿåò íà ýêñï-
ðåññèþ àíòèãåíîâ, õàðàêòåðíûõ äëÿ ëÌÑÊ.

Òàêèì îáðàçîì, ïîñòîÿííîå êóëüòèâèðîâàíèå ëÌÑÊ â
ñðåäå ñ ïîíèæåííûì äî 5 % ñîäåðæàíèåì êèñëîðîäà íå
èçìåíÿåò èõ èììóíîôåíîòèï è ñòèìóëèðóåò ïðîëèôåðà-
òèâíóþ àêòèâíîñòü, ÷òî ïîçâîëÿåò ïîëó÷àòü áîëüøåå êî-
ëè÷åñòâî êëåòî÷íîé ìàññû ñ íåèçìåíåííûìè ñâîéñòâàìè
çà ìåíüøåå âðåìÿ. Ïîëó÷åííûå ðåçóëüòàòû ìîãóò áûòü
âåñüìà ïîëåçíûìè äëÿ ðåøåíèÿ ìåäèöèíñêèõ çàäà÷ â îá-
ëàñòè ðåãåíåðàòèâíîé è âîññòàíîâèòåëüíîé òåðàïèè.

Ðàáîòà âûïîëíåíà ïðè ôèíàíñîâîé ïîääåðæêå êîíò-
ðàêòà ¹ 02.522.11.2006 Ðîñíàóêè.
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CHARACTERISTICS OF HUMAN LIPOASPIRATE-ISOLATED MESENCHYMAL STROMAL CELLS

CULTIVATED UNDER A LOWER OXYGEN TENSION

L. B. Buravkova, O. S. Grinakovskaya, E. R. Andreeva, A. P. Zhambalova, M. P. Kozionova
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In the present study we investigated the effect of low oxygen concentration in the cultivation medium on
proliferation, viability and immunophenotype of human mesenchymal stromal cells isolated from lipoaspirate
(lMSC). It was shown that proliferation activity of the cells under hypoxic conditions was, on average, 2.9 times
higher compared to that under commonly accepted — normoxic conditions. Redused oxygen level in the culture
medium did not cause any change in lMSC viability and immunophenotype. Thus, permanent culture of lMSC
in the medium with a lower oxygen tension can prove an efficient approach to obtain a higher mass of cells
which maintain their characteristics in a shorter period of time, which can be of demand for regenerative medi-
cine.

K e y w o r d s: mesenchymal stromal cells, lipoaspirate, hypoxia, normoxia, proliferation, immunopheno-
type.
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