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Ò. À. Êðûëîâà è äð.
Ñðàâíèòåëüíûå õàðàêòåðèñòèêè ñòâîëîâûõ êëåòîê, èçîëèðîâàííûõ èç æèðîâîé òêàíè

Ñòâîëîâûå êëåòêè (ÑÊ) çíà÷èòåëüíî âàðüèðóþò ïî ìîðôîëîãè÷åñêèì, èììóíîôåíîòèïè÷åñêèì,
ïðîëèôåðàòèâíûì õàðàêòåðèñòèêàì è ñïîñîáíîñòè ê äèôôåðåíöèðîâêå â çàâèñèìîñòè îò ñâîåãî òêàíå-
âîãî ïðîèñõîæäåíèÿ. Ñðàâíèòåëüíûé àíàëèç èõ áèîëîãè÷åñêèõ ñâîéñòâ ñóùåñòâåí äëÿ îïòèìàëüíîãî
âûáîðà ÑÊ â ðåãåíåðàòèâíîé òåðàïèè. Ìåòîäàìè èììóíîöèòîõèìèè, ïðîòî÷íîé öèòîìåòðèè, ãèñòîõè-
ìèè è ÎÒ-ÏÖÐ ìû èññëåäîâàëè ÑÊ, ïîëó÷åííûå èç ñóáýïèêàðäèàëüíîé æèðîâîé òêàíè (ÑÝÊ-ÆÒ) è ïîä-
êîæíîé æèðîâîé òêàíè (ÏÊ-ÆÒ) ÷åëîâåêà ïðè èõ êóëüòèâèðîâàíèè â îäèíàêîâûõ óñëîâèÿõ áåç ïðè-
ìåíåíèÿ ôàêòîðîâ, ñòèìóëèðóþùèõ äèôôåðåíöèðîâêó. Êóëüòóðû îêàçàëèñü ñõîäíûìè ïî âûñîêîìó
ñîäåðæàíèþ PCNA-ïîëîæèòåëüíûõ êëåòîê. Â îáåèõ êóëüòóðàõ èììóíîôåíîòèïèðîâàíèå âûÿâèëî âûñî-
êóþ äîëþ êëåòîê, ýêñïðåññèðóþùèõ ìàðêåðû ìåçåíõèìíûõ ÑÊ, CD29, CD44, CD73 è CD105, íèçêóþ
äîëþ êëåòîê, ýêñïðåññèðóþùèõ CD31, CD34 è CD45, è øèðîêóþ âàðèàáåëüíîñòü êîëè÷åñòâà êëåòîê, ýê-
ñïðåññèðóþùèõ CD117, CD146 è CD309. Åäèíñòâåííûì ðàçëè÷èåì â CD-ïîðòðåòå áûëî çíà÷èòåëüíî
áîëåå íèçêîå ñîäåðæàíèå êëåòîê ñ ýêñïðåññèåé CD90 â êóëüòóðå ÑÝÊ-ÆÒ. Ãèñòîõèìè÷åñêèé àíàëèç ïî-
êàçàë îòñóòñòâèå êëåòîê, îêðàøèâàåìûõ ìàñëÿíûì êðàñíûì (òåñò íà àäèïîöèòàðíóþ äèôôåðåíöèðîâ-
êó), â îáåèõ êóëüòóðàõ è â 10 ðàç áîëüøåå êîëè÷åñòâî êëåòîê, ðåàãèðóþùèõ ñî ùåëî÷íîé ôîñôàòàçîé
(òåñò íà îñòåîöèòàðíóþ äèôôåðåíöèðîâêó), â êóëüòóðå ÏÊ-ÆÒ. Èììóíîöèòîõèìè÷åñêîå òåñòèðîâàíèå
âûÿâèëî îäèíàêîâî íèçêîå êîëè÷åñòâî êëåòîê, ýêñïðåññèðóþùèõ ìàðêåð òÿæåëîé öåïè ìèîçèíà
MAB1628 è ãëàäêîìûøå÷íîãî a-àêòèíà a-hSMA â îáåèõ êóëüòóðàõ. Äîëÿ êëåòîê, ýêñïðåññèðóþùèõ áå-
ëîê ùåëåâûõ êîíòàêòîâ êîííåêñèí-43, áûëà çíà÷èòåëüíî âûøå â êóëüòóðå, ïîëó÷åííîé èç ÏÊ-ÆÒ. Êëåò-
êè òîëüêî ýòîé êóëüòóðû ýêñïðåññèðîâàëè ìàðêåð ýïèòåëèàëüíûõ êëåòîê öèòîêåðàòèí-19. Ìåòîäîì
ÎÒ-ÏÖÐ â ÑÊ èç ÑÝÊ-ÆÒ áûëà îáíàðóæåíà ìÐÍÊ ãåíà GATA4. Òàêèì îáðàçîì, êóëüòóðà ÏÊ-ÆÒ áîãà÷å
ïðåäøåñòâåííèêàìè ýïèòåëèàëüíûõ è îñòåîãåííûõ êëåòîê, òîãäà êàê êóëüòóðà ÑÝÊ-ÆÒ ñîäåðæèò êàð-
äèîìèîãåííûå ÑÊ è ìîæåò ðàññìàòðèâàòüñÿ êàê àëüòåðíàòèâà ÏÊ-ÆÒ â êà÷åñòâå èñòî÷íèêà ÑÊ äëÿ êàð-
äèîòåðàïèè.

Ê ë þ ÷ å â û å ñ ë î â à: èììóíîöèòîõèìèÿ, èììóíîôåíîòèïèðîâàíèå, ÎÒ-ÏÖÐ, GATA4.

Ï ð è í ÿ ò û å ñ î ê ð à ù å í è ÿ: ÆÒ — æèðîâàÿ òêàíü, ÑÊ — ñòâîëîâûå êëåòêè, ÑÝÊ-ÆÒ — ñóáýïè-
êàðäèàëüíàÿ ÆÒ, ÏÊ-ÆÒ — ïîäêîæíàÿ ÆÒ.

Òðàíñïëàíòàöèÿ ñòâîëîâûõ êëåòîê (ÑÊ) çàðåêîìåíäî-
âàëà ñåáÿ êàê ïåðñïåêòèâíûé ìåòîä â ðåãåíåðàòèâíîé òå-
ðàïèè ìíîãèõ çàáîëåâàíèé (ñì. îáçîð: Dimarino et al.,
2013). Âñå òêàíè è îðãàíû ñîäåðæàò ÑÊ, ó÷àñòâóþùèå â
èõ ôèçèîëîãè÷åñêîì îáíîâëåíèè, è ìîãóò ñëóæèòü èñòî÷-
íèêîì äëÿ èõ èçîëÿöèè è êóëüòèâèðîâàíèÿ. Ïîëó÷åííûå
èç ðàçíûõ òêàíåé ÑÊ ðàçëè÷àþòñÿ ïî ðÿäó õàðàêòåðèñòèê,
â òîì ÷èñëå ïî ñïîñîáíîñòè äèôôåðåíöèðîâàòüñÿ â òîò
èëè èíîé ôóíêöèîíàëüíûé òèï (Jansen et al., 2010). Òàê,
áûëè ïîêàçàíû ðàçëè÷èÿ ìåçåíõèìíûõ ÑÊ ðàçíîãî òêàíå-
âîãî ïðîèñõîæäåíèÿ ïî àäèïîãåííîìó, îñòåîãåííîìó
(Musina et al., 2006), ãåïàòîãåííîìó (Tal*ens-Visconti et al.,
2006) è íåéðîãåííîìó (Çåìåëüêî è äð., 2013) ïîòåíöèà-
ëàì. Â íàñòîÿùåå âðåìÿ øèðîêî ïðîâîäÿòñÿ ñðàâíèòåëü-
íûå èññëåäîâàíèÿ áèîëîãè÷åñêèõ õàðàêòåðèñòèê ÑÊ, èçî-
ëèðîâàííûõ èç ðàçíûõ òêàíåé, â öåëÿõ âûáîðà ÑÊ, íàèáî-

ëåå àäåêâàòíûõ äëÿ êëåòî÷íîé òåðàïèè êîíêðåòíûõ çàáî-
ëåâàíèé.

Â ñâÿçè ñ òåì ÷òî ñåðäå÷íî-ñîñóäèñòûå çàáîëåâàíèÿ
ñîõðàíÿþò ëèäèðóþùåå ïîëîæåíèå â ñïèñêå ïðè÷èí
ñìåðòè, áîëüøîé èíòåðåñ ïðåäñòàâëÿåò ðàçðàáîòêà áèî-
ìåäèöèíñêèõ ìåòîäîâ èõ ëå÷åíèÿ ñ ïðèìåíåíèåì ÑÊ
(Dinsmore, Dib, 2008). Âîçìîæíîñòè è ïåðñïåêòèâû ýòèõ
ìåòîäîâ øèðîêî èçó÷àþòñÿ è îáñóæäàþòñÿ, îäíàêî èñ-
ñëåäîâàòåëè åùå äàëåêè îò îêîí÷àòåëüíûõ ïðàêòè÷åñêèõ
ðåêîìåíäàöèé (Gnecchi et al., 2012; Przybyt, Harmsen,
2013). Ïîïóëÿðíûì èñòî÷íèêîì ÑÊ ÿâëÿåòñÿ ïîäêîæíàÿ
æèðîâàÿ òêàíü (ÏÊ-ÆÒ) ââèäó ëåãêîé äîñòóïíîñòè åå
áîëüøîé ìàññû ïðè ïðîöåäóðàõ ëèïîàñïèðàöèè è ïîëó-
÷åíèÿ ÑÊ â òåðàïåâòè÷åñêè çíà÷èìûõ êîëè÷åñòâàõ. Ïîêà-
çàíî, ÷òî ÑÊ, èçîëèðîâàííûå èç ÏÊ-ÆÒ, îáëàäàþò õàðàê-
òåðèñòèêàìè ìåçåíõèìíûõ ÑÊ è ñïîñîáíîñòüþ ê äèôôå-
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ðåíöèðîâêå â ðàçëè÷íûõ íàïðàâëåíèÿõ (Zuk et al., 2002;
Zhu et al., 2008).

Òêàíè ñåðäöà òàêæå ïðèâëåêàþò âíèìàíèå â êà÷åñòâå
èñòî÷íèêà ÑÊ äëÿ ëå÷åíèÿ ñåðäå÷íûõ ïàòîëîãèé. Ïîëó÷å-
íû ïîëîæèòåëüíûå ðåçóëüòàòû ïðèìåíåíèÿ ÑÊ, èçîëèðî-
âàííûõ èç áèîïñèéíûõ îáðàçöîâ ìåææåëóäî÷êîâîé ïåðå-
ãîðîäêè ñåðäöà (Barile et al., 2007), ïðàâîãî óøêà ïðåä-
ñåðäèÿ (Chugh et al., 2012) è íåîíàòàëüíîãî ñåðäöà
(Simpson et al., 2012). Íåäàâíî áûëî ïîêàçàíî, ÷òî ñóá-
ýïèêàðäèàëüíàÿ æèðîâàÿ òêàíü (ÑÝÊ-ÆÒ) ñîäåðæèò ÑÊ
(Bayes-Genis et al., 2010, 2013; Krylova et al., 2011). Ïî
ñâîèì ìîðôîëîãè÷åñêèì, áèîõèìè÷åñêèì è ôèçèîëîãè÷å-
ñêèì ñâîéñòâàì ñåðäå÷íàÿ ÆÒ îòëè÷àåòñÿ îò ÆÒ äðóãîé
ëîêàëèçàöèè. Îòëè÷èÿ êàñàþòñÿ ðàçìåðîâ àäèïîöèòîâ,
ñîäåðæàíèÿ æèðíûõ êèñëîò è áåëêîâ, ñêîðîñòè ìåòàáî-
ëèçìà è äð. (Rabkin, 2006). Ýòî ïîçâîëÿåò ïðåäïîëîæèòü,
÷òî ÑÝÊ-ÆÒ â êà÷åñòâå íèøè äëÿ ÑÊ ñîçäàåò îñîáûå
óñëîâèÿ, îïðåäåëÿþùèå ñïåöèôè÷åñêèå ñâîéñòâà ðåçè-
äåíòíûõ ÑÊ.

Öåëüþ íàñòîÿùåé ðàáîòû áûëî ñðàâíèòåëüíîå èçó÷å-
íèå èììóíîôåíîòèïè÷åñêèõ, èììóíîöèòîõèìè÷åñêèõ è
ìîëåêóëÿðíûõ õàðàêòåðèñòèê ÑÊ, ïîëó÷åííûõ èç
ÑÝÊ-ÆÒ è ÏÊ-ÆÒ, ïðè êóëüòèâèðîâàíèè â îäèíàêîâûõ
óñëîâèÿõ. ×òîáû ïðîàíàëèçèðîâàòü êëåòêè â ñîñòîÿíèè,
íàèáîëåå ïðèáëèæåííîì ê íàòèâíîìó, êóëüòèâèðîâàíèå
ïðîâîäèëè áåç ïðèìåíåíèÿ èíäóêòîðîâ íàïðàâëåííîé
äèôôåðåíöèðîâêè, à òåñòèðîâàëè êóëüòóðû íà ðàííèõ
ïàññàæàõ.

Ìàòåðèàë è ìåòîäèêà

Ï î ë ó ÷ å í è å è â å ä å í è å ê ë å ò î ÷ í û õ ê ó ë ü ò ó ð.
Ñòâîëîâûå êëåòêè (ÑÊ) ïîëó÷àëè èç äâóõ òêàíåâûõ èñ-
òî÷íèêîâ — ÑÝÊ-ÆÒ è ÏÊ-ÆÒ ÷åëîâåêà. Îáðàçöû ÆÒ
áðàëè âî âðåìÿ õèðóðãè÷åñêîé îïåðàöèè êîðîíàðíîãî
øóíòèðîâàíèÿ îò ïàöèåíòîâ 40—50 ëåò. Ïðîöåäóðó ïðî-
âîäèëè â ñîîòâåòñòâèè ñ Õåëüñèíñêîé äåêëàðàöèåé ïðè
ðàçðåøåíèè ãîñïèòàëüíîé êîìèññèè ïî ýòèêå. Áèîïñèè èç
ÑÝÊ-ÆÒ â îáëàñòè àòðèîâåíòðèêóëÿðíîé áîðîçäû ëåâîãî
ñåðäöà áðàëè ïðè ïîìîùè íîæíèö äî ïîäêëþ÷åíèÿ àïïà-
ðàòà èñêóññòâåííîãî êðîâîîáðàùåíèÿ. Îäíîâðåìåííî
áðàëè áèîïñèè èç ÏÊ-ÆÒ â ðàéîíå âñêðûòèÿ ãðóäíîé
êëåòêè. Îáðàçöû òêàíåé â òå÷åíèå 1 ÷ òðàíñïîðòèðîâàëè â
ëàáîðàòîðèþ â áåññûâîðîòî÷íîé ñðåäå DMEM (GIBCO,
ÑØÀ), ñîäåðæàùåé 50 ìã/ìë ãåíòîìèöèíà (Sigma,
ÑØÀ). Ïîñëå ìíîãîêðàòíîé ïðîìûâêè â ðàñòâîðå PBS,
íå ñîäåðæàùåì êàëüöèÿ è ìàãíèÿ, îáðàçöû ìåõàíè÷åñêè
èçìåëü÷àëè è äèññîöèèðîâàëè â ðàñòâîðå 0.1 %-íîé êîë-
ëàãåíàçû I (GIBCO, ÑØÀ) ïðè 37 °Ñ â òå÷åíèå 40 ìèí ñ
èñïîëüçîâàíèåì øåéêåðà. Çàòåì àêòèâíîñòü ôåðìåíòà
íåéòðàëèçîâàëè ôåòàëüíîé áû÷üåé ñûâîðîòêîé (FBS)
(HyClone, ÑØÀ). Êëåòî÷íóþ ñóñïåíçèþ öåíòðèôóãèðî-
âàëè ïðè 900 g â òå÷åíèå 7 ìèí, ïîëó÷åííûé ñãóñòîê ðå-
ñóñïåíäèðîâàëè â ðîñòîâîé ñðåäå aMEM (Sigma, ÑØÀ),
ñîäåðæàùåé 10 % FBS, 100 åä./ìë ïåíèöèëëèíà,
100 åä./ìë ñòðåïòîìèöèíà è 2 ìÌ ãëþòàìèíà (âñå îò GIB-
CO, ÑØÀ), ôèëüòðîâàëè ÷åðåç íåéëîíîâûé ôèëüòð ñ ïî-
ðàìè 100 ìêì è öåíòðèôóãèðîâàëè åùå 1 ðàç. Çàòåì êëåò-
êè âûñåâàëè ñ ïëîòíîñòüþ 3�104 êë./ñì2 è êóëüòèâèðîâàëè
â ÷àøêàõ Ïåòðè èëè êóëüòóðàëüíûõ ôëàêîíàõ ïðè 37 °C
âî âëàæíîé àòìîñôåðå, ñîäåðæàùåé 5 % CO2. ×åðåç 48 ÷
êëåòêè íà÷èíàëè ïðèêðåïëÿòüñÿ êî äíó êóëüòóðàëüíûõ
ñîñóäîâ. Ñðåäó ìåíÿëè äâàæäû â íåäåëþ. Â ýêñïåðèìåí-
òàõ èñïîëüçîâàëè êëåòêè 3—5 ïàññàæåé íà 3-è ñóò ïîñëå

ïîñåâà. Ïðè êóëüòèâèðîâàíèè íå èñïîëüçîâàëè èíäóêòî-
ðû íàïðàâëåííîé äèôôåðåíöèðîâêè.

È ì ì ó í î ô å í î ò è ï è ÷ å ñ ê è é à í à ë è ç. Èììóíî-
ôåíîòèïèðîâàíèå ïðîâîäèëè ïî ñòàíäàðòíîé ìåòîäèêå
(Dominici et al., 2006). Êëåòêè íà 3—5-é ïàññàæå ðåñóñ-
ïåíäèðîâàëè è èíêóáèðîâàëè 30 ìèí â òåìíîòå ïðè 4 °C â
PBS, ñîäåðæàùåì àíòèòåëà, êîíúþãèðîâàííûå ñ FITC
(ôëóîðåñöåíèçîòèîöèîíàòîì) èëè PE (ôèêîýðèòðèíîì), ê
ìàðêåðàì CD29, CD31, CD34, CD44, CD45, CD73, CD90,
CD105, CD117, CD146 è CD309. Âñå àíòèòåëà áûëè ïîëó-
÷åíû îò Becton-Dickinson Biosciences (ÑØÀ). Ïîñëå î÷å-
ðåäíîãî ðåñóñïåíäèðîâàíèÿ â 1 ìë PBS, ñîäåðæàùåãî
2 ìÌ EDTA, òåñòèðîâàëè ðàñïðåäåëåíèå êëåòîê ïî ñîäåð-
æàíèþ ìàðêåðîâ ñ ïîìîùüþ ïðîòî÷íîé öèòîôëóîðèìåò-
ðèè íà ïðèáîðàõ Epics XL (Beckman Coulter, ÑØÀ) è BD
FACS Calibur. Ïîëó÷åííûå äàííûå àíàëèçèðîâàëè, èñ-
ïîëüçóÿ ïðîãðàììó CELLQuest (Becton Dickinson).

È ì ì ó í î ö è ò î õ ì è ÷ å ñ ê è é à í à ë è ç. Èñïîëüçîâà-
ëè ñòàíäàðòíûé èììóíîöèòîõèìè÷åñêèé ïðîòîêîë. Êëåò-
êè íà ïîêðîâíûõ ñòåêëàõ ôèêñèðîâàëè 4%-íûì ïàðàôîð-
ìàëüäåãèäîì ïðè êîìíàòíîé òåìïåðàòóðå â òå÷åíèå
15 ìèí, òðèæäû ïðîìûâàëè â PBS ïî 5 ìèí è çàòåì îáðà-
áàòûâàëè 0.1%-íûì Òðèòîíîì X-100 â òå÷åíèå 10 ìèí
äëÿ óâåëè÷åíèÿ ïðîíèöàåìîñòè êëåòî÷íûõ ìåìáðàí.
Êëåòêè åùå 3 ðàçà ïî 5 ìèí ïðîìûâàëè â PBS, ñîäåðæà-
ùåì 0.2 % Tween 20, 10 ìèí èíêóáèðîâàëè â 3%-íîé H2O2

äëÿ áëîêèðîâêè ýíäîãåííîé ïåðîêñèäàçû è 20 ìèí â
10%-íîé FBS (Sigma, ÑØÀ) äëÿ áëîêèðîâêè íåñïåöèôè-
÷åñêîãî ñâÿçûâàíèÿ àíòèòåë. Ñ ïåðâûìè àíòèòåëàìè êëåò-
êè èíêóáèðîâàëè â òå÷åíèå 1 ñóò ïðè 4 °C.

Èñïîëüçîâàëè ñëåäóþùèå àíòèòåëà: ìîíîêëîíàëüíûå
àíòèòåëà ê ãëàäêîìûøå÷íîìó àêòèíó ÷åëîâåêà a-hSMA
(ðàçâåäåíèå 1 : 200) è öèòîêåðàòèíó-19 (ðàçâåäåíèå
1 : 100) (Dako, Äàíèÿ), ìîíîêëîíàëüíûå àíòèòåëà ê ìèî-
çèíó ìåäëåííîé ìûøöû MAB 1628 (ðàçâåäåíèå 1 : 50,
Millipore è ÑØÀ) è ïîëèêëîíàëüíûå àíòèòåëà ê êîííåê-
ñèíó-43 (ðàçâåäåíèå 1 : 100; Millipore, ÑØÀ).

Ïîñëå ïðîìûâêè â PBS êëåòêè 20 ìèí ïðè êîìíàòíîé
òåìïåðàòóðå èíêóáèðîâàëè ñî âòîðûìè àíòèòåëàìè. Èñ-
ïîëüçîâàëè ñìåñü áèîòèíèëèðîâàííûõ àíòèìûøèíûõ è
àíòèêðîëè÷üèõ àíòèòåë (DAKO, Äàíèÿ). Çàòåì êëåòêè
20 ìèí îáðàáàòûâàëè extrAvidin-peroxidase (ðàçâåäåíèå
1 : 400; Sigma) è îêðàøèâàëè â òå÷åíèå 3 ìèí DAB +
chromogen; DAKO (Äàíèÿ) è ãåìàòîêñèëèíîì. Êîíòðîëü-
íàÿ ïðîöåäóðà, ïðîâîäèìàÿ áåç ïðèìåíåíèÿ ïåðâûõ àíòè-
òåë, ïîêàçàëà îòñóòñòâèå íåñïåöèôè÷åñêîãî îêðàøèâà-
íèÿ.

Äîëþ èììóíîöèòîõèìè÷åñêè ìå÷åííûõ êëåòîê îïðå-
äåëÿëè ïóòåì ïîäñ÷åòà íà ñëó÷àéíûõ ïîëÿõ ïðåïàðàòà.
Äëÿ êàæäîãî àíòèòåëà àíàëèçèðîâàëè ïî 1000 êëåòîê â
êàæäîì èç îáðàçöîâ îáåèõ êóëüòóð. Êîëè÷åñòâî îáðàçöîâ
(n) äëÿ êóëüòóð ÑÝÊ-ÆÒ è ÏÊ-ÆÒ ñîîòâåòñòâîâàëî êîëè-
÷åñòâó ïàöèåíòîâ, îò êîòîðûõ áûë ïîëó÷åí áèîïñèéíûé
ìàòåðèàë. Äàííûå ïðåäñòàâëåíû â âèäå ñðåäíèõ çíà÷åíèé
è èõ îøèáêè.

Ï ð î ë è ô å ð à ò è â í ó þ à ê ò è â í î ñ ò ü îöåíèâàëè
ìåòîäîì èììóíîîêðàøèâàíèÿ, èñïîëüçóÿ ìîíîêëîíàëü-
íûå àíòèòåëà ê àíòèãåíó ÿäåð ïðîëèôåðèðóþùèõ êëåòîê
(anti-PCNA, ðàçâåäåíèå 1 : 1000; Sigma, ÑØÀ). Ïîäñ÷è-
òûâàëè êîëè÷åñòâî PCNA-ïîëîæèòåëüíûõ êëåòîê íà 1000
êëåòîê â êàæäîì îáðàçöå.

Ã è ñ ò î õ è ì è ÷ å ñ ê è é à í à ë è ç. Äëÿ âûÿâëåíèÿ àäè-
ïîöèòàðíîé äèôôåðåíöèðîâêè êëåòêè ôèêñèðîâàëè 2 ìèí
â àáñîëþòíîì ìåòàíîëå ïðè –20 °Ñ è îêðàøèâàëè ñâåæå-
ïðèãîòîâëåííûì 0.5%-íûì ðàñòâîðîì ìàñëÿíîãî êðàñíî-
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ãî (Oil Red-O) â èçîïðîïàíîëå â òå÷åíèå 10 ìèí äëÿ âèçó-
àëèçàöèè ëèïèäíûõ âêëþ÷åíèé.

Äëÿ ãèñòîõèìè÷åñêîãî âûÿâëåíèÿ ùåëî÷íîé ôîñôà-
òàçû êëåòêè ôèêñèðîâàëè 4%-íûì ôîðìàëèíîì â òå÷åíèå
1 ÷ ïðè êîìíàòíîé òåìïåðàòóðå, 3 ðàçà ïðîìûâàëè ðàñ-
òâîðîì PBS, íå ñîäåðæàùåì êàëüöèÿ è ìàãíèÿ, è îáðàáà-
òûâàëè êîììåð÷åñêîé ñìåñüþ BCIP-NBT (5-Bromo-4-
chloro-3-indolylphosphate p-toluidine salt and nitroblue tetra-
zolium chloride mix substrate; Sigma, ÑØÀ) â òå÷åíèå
30 ìèí ïðè êîìíàòíîé òåìïåðàòóðå â òåìíîòå. Çàòåì
êëåòêè ïðîìûâàëè è âûñóøèâàëè. Ùåëî÷íóþ ôîñôàòà-
çó âûÿâëÿëè âèçóàëüíî ïî òåìíîîêðàøåííîìó ïðîäóêòó
ðåàêöèè. ×èñëî îêðàøåííûõ êëåòîê îïðåäåëÿëè íà
1000 êëåòîê äëÿ êàæäîãî îáðàçöà.

À í à ë è ç ý ê ñ ï ð å ñ ñ è è ì à ð ê å ð î â ì å ò î ä î ì
Î Ò - Ï Ö Ð. Èç êëåòîê âûäåëÿëè òîòàëüíóþ ÐÍÊ, èñïîëü-
çóÿ TRIzol(r)Reagent (Initrogen, ÑØÀ), ñîãëàñíî ðåêîìåí-
äàöèÿì ôèðìû-ïðîèçâîäèòåëÿ. Êà÷åñòâî ÐÍÊ îöåíèâàëè
ñ ïîìîùüþ ýëåêòðîôîðåçà â 1.5%-íîì àãàðîçíîì ãåëå â
áóôåðå TÀE (2 Ì òðèñ-îñíîâàíèÿ, 1.56 Ì ëåäÿíîé óêñóñ-
íîé êèñëîòû è 0.05 Ì ÝÄÒÀ, ðÍ 8.0). Â ðåàêöèè îáðàòíîé
òðàíñêðèïöèè èñïîëüçîâàëè 1 ìêã ÐÍÊ. Îáðàòíóþ òðàíñ-
êðèïöèþ îñóùåñòâëÿëè ïðè ïîìîùè RevertAid™ First
Strand cDNA Synthesis Kit (Thermo Scientific, ÑØÀ) â
ñîîòâåòñòâèè ñ ðåêîìåíäàöèÿìè ôèðìû-ïðîèçâîäèòåëÿ.
Äëÿ àíàëèçà ýêñïðåññèè ãåíîâ-ìàðêåðîâ ðàííåãî êàðäèî-
ìèîãåíåçà GATA4 è Nkx2.5, ãåíà-ìàðêåðà äèôôåðåíöèðî-
âàííûõ êàðäèîìèîöèòîâ òðîïîíèíà Ò è ãåíà «ñòâîëîâî-
ñòè» Oct3/4 ïðîâîäèëè àìïëèôèêàöèþ êÄÍÊ, èñïîëüçóÿ
ïðàéìåðû, óêàçàííûå â òàáë. 1. Ïàðàëëåëüíî ïðîâîäèëè
êîíòðîëüíóþ àìïëèôèêàöèþ êÄÍÊ ãåíà ãëèöåðàëüäå-
ãèä-3-ôîñôàòäåãèäðîãåíàçû (GAPDH). ÏÖÐ ïðîâîäèëè
ñîãëàñíî ðåêîìåíäàöèÿì ôèðìû-èçãîòîâèòåëÿ ðåàêòèâîâ
è ôåðìåíòà Taq-ïîëèìåðàçû (Ñèëåêñ, Ðîññèÿ). Ðåàêöè-
îííàÿ ñìåñü (50 ìêë) ñîñòîÿëà èç 10 íã êÄÍÊ-ìàòðèöû,
ïîëó÷åííîé ïîñëå ðåàêöèè îáðàòíîé òðàíñêðèïöèè,
10-êðàòíîãî áóôåðà äëÿ ÏÖÐ, 0.2 ìÌ äåçîêñèðèáîíóêëåî-
òèäîâ, ïî 400 íÌ ïðÿìîãî è îáðàòíîãî ïðàéìåðîâ, äåèî-
íèçèðîâàííîé âîäû è 1 åä. ïîëèìåðàçû Taq. Àìïëèôèêà-
öèþ âåëè ïî ñëåäóþùåé ñõåìå: 95 °Ñ — 30 ñ, çàòåì
35 öèêëîâ (95 °Ñ — 30 ñ, 58—64 °C — 30 c, 72 °Ñ — 45 ñ)
è 72 °Ñ — 7 ìèí. Òåìïåðàòóðó îòæèãà ïðàéìåðîâ îïðåäå-
ëÿëè ïðè ïîìîùè îíëàéí-ñåðâèñà OligoAnalyzer 3.1
(http:/eu.idtdna.com/analyzer/applications/oligoanalyzer/).

ÏÖÐ îñóùåñòâëÿëè â ÄÍÊ-àìïëèôèêàòîðå (Applied
Biosystems, ÑØÀ). Ïðîäóêò ÏÖÐ ýëåêòðîôîðåòè÷åñêè
ðàçäåëÿëè â 1.5%-íîì àãàðîçíîì ãåëå. Ñïåöèôè÷åñêóþ
ïîëîñó îïðåäåëÿëè ïî ìîëåêóëÿðíîé ìàññå, ñðàâíèâàÿ ñ

ìàðêåðîì ÄÍÊ ðàçìåðîì 100 ï. î. (Ñèáýíçèì, Ðîññèÿ).
Ãåëü ôîòîãðàôèðîâàëè ñ ïîìîùüþ ñèñòåìû ãåëü-äîêó-
ìåíòèðîâàíèÿ (ChemiDoc XRS, Bio-Rad, ÑØÀ). Â êà÷åñò-
âå êîíòðîëÿ èñïîëüçîâàëè òàêæå êóëüòóðó ìåçåíõèìíûõ
ÑÊ (Êðûëîâà è äð., 2012) è êÄÍÊ ìèîêàðäà.

Ðåçóëüòàòû

Ðåçóëüòàòû èììóíîôåíîòèïèðîâàíèÿ êëåòîê ìåòîäîì
ïðîòî÷íîé öèòîôëóîðîìåòðèè â êóëüòóðàõ ÑÝÊ-ÆÒ è
ÏÊ-ÆÒ ïðåäñòàâëåíû íà ðèñ. 1. Â êëåòêàõ îáåèõ êóëüòóð
îáíàðóæåíû ñõîäíàÿ âûñîêàÿ äîëÿ êëåòîê (>90 %), ýêñï-
ðåññèðóþùèõ ïîâåðõíîñòíûå ìàðêåðû CD29, CD44,
CD73 è CD105, è íèçêàÿ äîëÿ êëåòîê (<20 %), ýêñïðåññè-
ðóþùèõ CD31, CD34 è CD45. Â îáðàçöàõ îáåèõ êóëüòóð
îáíàðóæåíà áîëüøàÿ âàðèàáåëüíîñòü äîëè êëåòîê, ýêñï-
ðåññèðóþùèõ CD117, CD146 è CD309. Êóëüòóðû ðàçëè-
÷àëèñü ïî êîëè÷åñòâó êëåòîê, ýêñïðåññèðóþùèõ CD90.
Äîëÿ êëåòîê, ýêñïðåññèðóþùèõ ýòîò ìàðêåð, âî âñåõ îá-
ðàçöàõ êóëüòóðû ÏÊ-ÆÒ áûëà âûøå 95 %, òîãäà êàê â îá-
ðàçöàõ êóëüòóðû ÑÝÊ-ÆÒ îíà âàðüèðîâàëà îò 13 äî 95 %
è â ñðåäíåì ñîñòàâëÿëà îêîëî 50 %.

Ïðîëèôåðàòèâíóþ àêòèâíîñòü êëåòîê àíàëèçèðîâàëè
ìåòîäîì PCNA-èììóíîîêðàøèâàíèÿ. Äîëÿ ïðîëèôåðè-
ðóþùèõ ÑÊ â êóëüòóðàõ ÑÝÊ-ÆÒ è ÏÊ-ÆÒ ñîñòàâèëà
91.7 � 2.9 è 83.3 � 7.3 % ñîîòâåòñòâåííî.

Ðåçóëüòàòû èììóíîöèòîõèìè÷åñêîãî òåñòèðîâàíèÿ
ïðåäñòàâëåíû â òàáë. 2. Îáðàçöû îáåèõ êóëüòóð îáëàäàëè
ñõîäíûì íèçêèì ñîäåðæàíèåì êëåòîê ñ ýêñïðåññèåé ìàð-
êåðîâ òÿæåëîé öåïè ìèîçèíà MAB1628 è ãëàäêîìûøå÷-
íîãî a-àêòèíà a-hSMA. Äîëÿ êëåòîê, äåìîíñòðèðóþùèõ
ýêñïðåññèþ áåëêà ùåëåâûõ êîíòàêòîâ êîííåêñèíà-43,
áûëà âûøå â êóëüòóðå ÏÊ-ÆÒ, è òîëüêî â êëåòêàõ ýòîé
êóëüòóðû îáíàðóæåíà ýêñïðåññèÿ ìàðêåðà ýïèòåëèàëü-
íûõ êëåòîê öèòîêåðàòèíà-19. Ãèñòîõèìè÷åñêàÿ ðåàêöèÿ
íà ùåëî÷íóþ ôîñôàòàçó âûÿâèëà 2.2 � 1.4 % ïðîðåàãèðî-
âàâøèõ êëåòîê â êóëüòóðå ÑÝÊ-ÆÒ è 22.0 � 5.7 % òàêèõ
êëåòîê â êóëüòóðå ÏÊ-ÆÒ.

Ãèñòîõèìè÷åñêîå îêðàøèâàíèå ìàñëÿíûì êðàñíûì
ïîêàçàëî îòñóòñòâèå àäèïîöèòîâ â îáåèõ êóëüòóðàõ.

Ìåòîäîì ÎÒ-ÏÖÐ íè â îäíîì èç îáðàçöîâ îáåèõ
êóëüòóð íå áûëî âûÿâëåíî ýêñïðåññèè ãåíà ýìáðèîíàëü-
íûõ ÑÊ Oct3/4, ãåíà ðàííèõ ñåðäå÷íûõ ïðîãåíèòîðíûõ
êëåòîê Nkx2.5 è ãåíà-ìàðêåðà äèôôåðåíöèðîâàííûõ êàð-
äèîìèîöèòîâ òðîïîíèíà Ò. Â îáðàçöàõ ÑÊ èç ÑÝÊ-ÆÒ
áûë îáíàðóæåí âûñîêèé óðîâåíü ýêñïðåññèè ãåíà GATA4
(ðèñ. 2).
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Ãåí Íàïðàâëåíèå ïðàéìåðà Ïîñëåäîâàòåëüíîñòü (5R—3R)

Oct 3/4 Ïðÿìîé GACAGGGGGAGGGGAGGAGCTAGG

Îáðàòíûé CTTCCCTCCAACCAGTTGCCCCAAAC

GATA 4 Ïðÿìîé GACGGGTCACTATCTGTGCAAC

Îáðàòíûé AGACATCGCACTGACTGAGAAC

Òðîïîíèí Ò Ïðÿìîé GGCAGCGGAAGAGGATGCTGAA

Îáðàòíûé GAGGCACCAAGTTGGGCATGAACGA

NKX 2.5 Ïðÿìîé GGCCTCAATCCCTACGGTTA

Îáðàòíûé CACGAGAGTCAGGGAGCTGT



Îáñóæäåíèå

Â íàñòîÿùåé ðàáîòå ïðîâåäåí àíàëèç ÑÊ, ïîëó÷åí-
íûõ èç æèðîâîé òêàíè ÷åëîâåêà ðàçëè÷íîé ëîêàëèçàöèè,
ìåòîäàìè ïðîòî÷íîé öèòîôëóîðèìåòðèè, èììóíîöèòîõè-
ìèè, ãèñòîõèìèè è ÏÖÐ-ÐÒ.

Èììóíîôåíîòèïè÷åñêèé ïîðòðåò äâóõ êóëüòóð âåñü-
ìà ñõîäåí. Îáå êóëüòóðû äåìîíñòðèðóþò ñòàáèëüíî âû-
ñîêîå ñîäåðæàíèå êëåòîê, ýêñïðåññèðóþùèõ ìàðêåðû
CD29, CD44, CD73 è CD105, ÷òî õàðàêòåðíî äëÿ ìåçåí-
õèìíûõ ñòâîëîâûõ êëåòîê (Dominici et al., 2006), è íèçêîå
ñîäåðæàíèå êëåòîê, ýêñïðåññèðóþùèõ ìàðêåðû ýíäîòå-
ëèàëüíûõ êëåòîê CD31 è ìàðêåðû êðîâåòâîðíûõ ïðîãå-
íèòîðíûõ êëåòîê CD34 è CD45. Ïî êîëè÷åñòâó êëåòîê,
ýêñïðåññèðóþùèõ òàêèå ïîâåðõíîñòíûå ìàðêåðû, êàê
CD117 (ìàðêåð ñòâîëîâîñòè), CD146 (ìàðêåð ìóëüòè-
ôóíêöèîíàëüíûõ ìîëåêóë, ñâÿçàííûõ ñ êëåòî÷íîé äèô-
ôåðåíöèàöèåé, ìèãðàöèåé, àíãèîãåíåçîì è äðóãèìè ïðî-
öåññàìè) è CD309 (ìàðêåð ðåöåïòîðà âàñêóëÿðíîãî
ýíäîòåëèàëüíîãî ôàêòîðà ðîñòà), îáå ïðîòåñòèðîâàííûå
êóëüòóðû äåìîíñòðèðóþò øèðîêóþ âàðèàáåëüíîñòü, êî-
òîðàÿ ìîæåò áûòü ñâÿçàíà ñ çàâèñèìîñòüþ ñòåïåíè ýêñ-

ïðåññèè ýòèõ àíòèãåíîâ îò ïëîòíîñòè ïîñåâà, ïàññèðîâà-
íèÿ è äðóãèõ ïàðàìåòðîâ êóëüòèâèðîâàíèÿ. Âûðàæåííûå
ðàçëè÷èÿ ìåæäó êóëüòóðàìè áûëè âûÿâëåíû òîëüêî ïî
ýêñïðåññèè CD90 (ìîëåêóëû êëåòî÷íîé àäãåçèè Thy-1),
êîòîðàÿ â ÑÊ èç ÑÝÊ-ÆÒ áûëà çíà÷èòåëüíî íèæå. Íîâåé-
øèå äàííûå ïîêàçàëè, ÷òî âûñîêèé óðîâåíü ýêñïðåññèè
ýòîãî ìàðêåðà õàðàêòåðåí äëÿ ðàêîâûõ ÑÊ (Lobba et al.,
2012; Jia et al., 2013; Schubert et al., 2013; Yan et al., 2013).
Ìîæíî ïðåäïîëîæèòü, ÷òî íèçêèé óðîâåíü ýêñïðåññèè
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Ðèñ. 1. Ñðàâíèòåëüíûé àíàëèç ýêñïðåññèè ïîâåðõíîñòíûõ ìàðêåðíûõ àíòèãåíîâ â êóëüòóðàõ ñòâîëîâûõ êëåòîê (ÑÊ), èçîëèðîâàí-
íûõ èç ñóáýïèêàðäèàëüíîé æèðîâîé òêàíè (ÑÝÊ-ÆÒ) è ïîäêîæíîé æèðîâîé òêàíè (ÏÊ-ÆÒ).

Êàæäàÿ òî÷êà — ðåçóëüòàò çàìåðà äëÿ 1 îáðàçöà êóëüòóð.

Ò à á ë è ö à 2

Ýêñïðåññèÿ ìàðêåðíûõ áåëêîâ â êóëüòóðàõ ÑÊ,
èçîëèðîâàííûõ èç ÑÝÊ-ÆÒ è ÏÊ-ÆÒ

Àíòèòåëà
Äîëÿ ÑÊ, ñâÿçàâøèõ àíòèòåëà, %

ÑÝÊ-ÆÒ ÏÊ-ÆÒ

MAB 1628 0.85 � 0.57 3.12 � 1.39

Alpha-hSMA 5.00 � 2.17 7.25 � 3.54

Êîííåêñèí-43 7.50 � 2.25 20.50 � 1.12

Öèòîêåðàòèí-19 0 1.17 � 0.17

Ï ð è ì å ÷ à í è å. Äàíû ñðåäíèå çíà÷åíèÿ è èõ îøèáêè, n = 4.

Ðèñ. 2. Ýêñïðåññèÿ ìÐÍÊ ãåíà GATA4 â ÑÊ, èçîëèðîâàííûõ èç
ÑÝÊ-ÆÒ è ÏÊ-ÆÒ.

Äîðîæêè: L — ìàðêåðíàÿ ÄÍÊ (100 ï. î.), 1 — ìåçåíõèìíûå ÑÊ, 2 — ÑÊ
èç ÏÊ-ÆÒ, 3 — ÑÊ èç ÑÝÊ-ÆÒ, Ì — êÄÍÊ ìèîêàðäà.



CD90 îòðàæàåò ïîíèæåííóþ ñïîñîáíîñòü ðåçèäåíòíûõ
ÑÊ ñåðäöà îáðàçîâûâàòü îïóõîëè. Â ïîëüçó òàêîãî ïðåä-
ïîëîæåíèÿ ñâèäåòåëüñòâóåò è âûÿâëåííàÿ íàìè íèçêàÿ
ýêñïðåññèÿ êîííåêñèíà-43 â êóëüòèâèðóåìûõ ÑÊ èç
ÑÝÊ-ÆÒ ïî ñðàâíåíèþ ñ ÑÊ èç ÏÊ-ÆÒ. Èìåþòñÿ äàííûå
î ñíèæåíèè óðîâíÿ èëè îòñóòñòâèè ýòîãî áåëêà, ó÷àñòâó-
þùåãî â ôîðìèðîâàíèè ìåæêëåòî÷íûõ êîíòàêòîâ, â ðàêî-
âûõ êëåòî÷íûõ ëèíèÿõ (Salameh, Dhein 2005; Spath et al.,
2013). Íå èñêëþ÷åíî, ÷òî ñ ýòèìè ôàêòîðàìè ñâÿçàíà èç-
âåñòíàÿ ðåäêîñòü âîçíèêíîâåíèÿ ïåðâè÷íûõ îïóõîëåé
ñåðäöà (Rica, Reardon, 2010).

Òåñòèðîâàíèå ÑÊ ìåòîäîì ÎÒ-ÏÖÐ íå âûÿâèëî ýêñï-
ðåññèè ãåíà òðîïîíèíà Ò íè â îäíîì èç îáðàçöîâ îáåèõ
êóëüòóð. Êîííåêñèí-43 è òðîïîíèí Ò èñïîëüçóþòñÿ â êà-
÷åñòâå ìàðêåðîâ êàðäèîìèîãåííîé äèôôåðåíöèàöèè; ïåð-
âûé èç ýòèõ áåëêîâ ñâÿçàí ñ ôîðìèðîâàíèåì êîíòàêòîâ
ìåæäó êàðäèîìèîöèòàìè è íà÷àëîì èõ ñîêðàùåíèé, à
âòîðîé — ñ ðàçâèòèåì ñîêðàòèòåëüíîãî àïïàðàòà êëåòêè.
Èõ ýêñïðåññèÿ õàðàêòåðíà äëÿ òåðìèíàëüíî äèôôåðåíöè-
ðîâàííûõ êàðäèîìèîöèòîâ, è åå ïîâûøåíèå â êóëüòèâè-
ðóåìûõ ìåçåíõèìíûõ ÑÊ îáíàðóæèâàþò òîëüêî ïîñëå
âîçäåéñòâèÿ èíäóêòîðàìè íàïðàâëåííîé êàðäèîäèôôå-
ðåíöèðîâêè (Ishimine et al., 2013). Â íàøåì èññëåäîâàíèè
ïðè êóëüòèâèðîâàíèè êëåòîê áåç ïðèìåíåíèÿ èíäóöèðó-
þùèõ ôàêòîðîâ è íà ðàííèõ ïàññàæàõ íå áûëî âûÿâëåíî
âûðàæåííîé ñïîíòàííîé êàðäèîìèîãåííîé äèôôåðåíöè-
ðîâêè ÑÊ, ïîëó÷åííûõ èç ÑÝÊ-ÆÒ. Áîëüøåå êîëè÷åñòâî
êëåòîê ñ ýêñïðåññèåé áåëêà ìåæêëåòî÷íûõ êîíòàêòîâ
êîííåêñèíà-43 â êóëüòóðàõ ÏÊ-ÆÒ, âîçìîæíî, ñâÿçàíî ñ
èõ ýïèòåëèàëüíî-êëåòî÷íûì ïîòåíöèàëîì, êîòîðûé ïîä-
òâåðæäàåòñÿ âûÿâëåíèåì â ýòèõ êëåòêàõ öèòîêåðàòèíà-19,
êîòîðûé ðàññìàòðèâàþò â êà÷åñòâå ýïèòåëèàëüíîãî ìàð-
êåðà (Michel et al., 1996).

Â îáðàçöàõ îáåèõ êóëüòóð íå áûëî îáíàðóæåíî ýêñï-
ðåññèè ãåíà ýìáðèîíàëüíûõ ñòâîëîâûõ êëåòîê Oct3/4.
Ñíèæåíèå òðàíñêðèïöèè Oct3/4 ñâÿçûâàþò ñ óòåðåé êëåò-
êàìè ïëþðèïîòåíòíîñòè. Îòñóòñòâèå ýêñïðåññèè äàííîãî
ãåíà â êëåòêàõ àíàëèçèðóåìûõ íàìè êóëüòóð ìîæíî èí-
òåðïðåòèðîâàòü êàê íåêîòîðóþ èõ êîììèòèðîâàííîñòü íà
äèôôåðåíöèðîâêó â îïðåäåëåííûõ íàïðàâëåíèÿõ.

Òåñòèðîâàíèå êëåòîê îáåèõ êóëüòóð ìåòîäîì
ÎÒ-ÏÖÐ íå âûÿâèëî ýêñïðåññèè ãåíà ðàííåãî êàðäèîãå-
íåçà Nkx 2.5. Îäíàêî â îáðàçöàõ ÑÊ èç ÑÝÊ-ÆÒ áûëà îá-
íàðóæåíà ýêñïðåññèÿ ãåíà GATA4 — äðóãîãî ãåíà ðàííå-
ãî êàðäèîãåíåçà. Ýêñïðåññèþ òðàíñêðèïöèîííîãî ôàêòî-
ðà GATA4 ðàññìàòðèâàþò êàê íàèáîëåå ðàííèé ïðèçíàê
êàðäèîìèîãåíåçà. Ïîëó÷åííûå äàííûå ïîêàçàëè, ÷òî óæå
èñõîäíûå ÑÊ èç ÑÝÊ-ÆÒ, íå ïîëó÷èâøèå èíäóöèðóþùå-
ãî ñèãíàëà, ìîãóò áûòü êîììèòèðîâàíû íà êàðäèîìèîãåí-
íóþ äèôôåðåíöèðîâêó.

Èòàê, ïîëó÷åííûå äàííûå ïîêàçàëè, ÷òî ÑÊ, èçîëèðî-
âàííûå èç ÑÝÊ-ÆÒ è ÏÊ-ÆÒ íà ðàííèõ ïàññàæàõ êóëüòè-
âèðîâàíèÿ áåç âîçäåéñòâèÿ èíäóêòîðîâ äèôôåðåíöèðîâ-
êè, íàõîäÿñü â áëèçêîì ê íàòèâíîìó ñîñòîÿíèè, âî ìíî-
ãîì ñõîäíû ïî ýêñïðåññèè ïîâåðõíîñòíûõ áåëêîâûõ
ìàðêåðîâ è äðóãèì õàðàêòåðèñòèêàì. Îäíàêî âûÿâëåíû è
íåêîòîðûå îñîáåííîñòè ÑÊ èç ÑÝÊ-ÆÒ; îíè âêëþ÷àþò â
ñåáÿ ïîíèæåííóþ ýêñïðåññèþ êîííåêñèíà-43, ñëàáóþ ðå-
àêòèâíîñòü ñî ùåëî÷íîé ôîñôàòàçîé, îòñóòñòâèå ýêñïðåñ-
ñèè öèòîêåðàòèíà-19 è ýêñïðåññèþ ìÐÍÊ ãåíà GATA4.
Ýòè ðåçóëüòàòû ñâèäåòåëüñòâóþò î ñíèæåííîì ïîòåíöèà-
ëå ýïèòåëèàëüíîé è îñòåîãåííîé äèôôåðåíöèðîâêè è ïî-
âûøåííîì ïîòåíöèàëå êàðäèîìèîãåííîé äèôôåðåíöè-
ðîâêè ó ÑÊ, èçîëèðîâàííûõ èç ÑÝÊ-ÆÒ, ïî ñðàâíåíèþ ñ
ÑÊ, èçîëèðîâàííûìè èç ÏÊ-ÆÒ. Äàëüíåéøèå èññëåäîâà-

íèÿ, â ÷àñòíîñòè ñðàâíèòåëüíûé àíàëèç âîçäåéñòâèÿ íà
ÑÊ ðàçíîãî ïðîèñõîæäåíèÿ èíäóêòîðîâ íàïðàâëåííîé
äèôôåðåíöèðîâêè, íåîáõîäèìû äëÿ áîëåå ïîëíîé îöåíêè
êàðäèîìèîãåííîãî ïîòåíöèàëà ÑÊ, ëîêàëèçîâàííûõ â
ÑÝÊ-ÆÒ.

Ðàáîòà âûïîëíåíà ïðè ôèíàíñîâîé ïîääåðæêå ïðî-
ãðàìì ïðåçèäèóìà ÐÀÍ «Ìåõàíèçìû èíòåãðàöèè ìîëå-
êóëÿðíûõ ñèñòåì ïðè ðåàëèçàöèè ôèçèîëîãè÷åñêèõ ôóíê-
öèé» è «Ìîëåêóëÿðíàÿ è êëåòî÷íàÿ áèîëîãèÿ».
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COMPARATIVE CHARACTERISTICS OF THE STEM CELLS ISOLATED

FROM SUBCUTANEOUS AND SUBEPICARDIAL ADIPOSE TISSUE
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Background. Stem cells (SCs) considerably vary in morphological, immunophenotypic, proliferative, and
differentiation characteristics depending on their tissue source. The comparative analysis of their biological
properties is essential for the optimal choice of SCs for regenerative therapies. Methods. Using immunocytoc-
hemistry, flow cytometry, histochemistry and real-time RT-PCR, we have investigated SCs obtained from hu-
man subepicardial (SEC-AT) and subcutaneous (SC-AT) adipose tissue and cultured under similar culture con-
ditions without any differentiation-promoting factors. Results. The cultures were similar in the high proportion
of proliferating cell nuclear antigen (PCNA)-positive cells. In both cultures, immunophenotyping has revealed
high expression of mesenchymal stem cell surface markers CD29, CD44, CD73, and CD105, low expression of
CD31, CD34 and CD45, and wide variability in CD117, CD146 and CD309 expression. The only distinction in
CD marker profile was significantly lower expression of CD90 in SCs from SEC-AT. Histochemical analysis
has shown the lack of Oil Red O-positive cells in both cultures and about ten-fold higher number of alkaline
phosphatase-positive cells among SCs from SC-AT. In the both cultures, immunocytochemistry has detected si-
milar low expression of slow myosin heavy chain marker MAB1628 and smooth muscle actin marker
a-hSMA. Gap junctional protein Connexin-43 expression was markedly higher in SCs from SC-AT, and epi-
thelial cell marker Cytokeratin-19 expression was detected only in these cells. By RT-PCR, GATA4 mRNA
was found to be highly expressed only in SCs from SEC-AT. Conclusions. Our results suggest that SC-AT, as
compared with SEC-AT, is richer in epithelial cell and osteogenic progenitors. In turn, SEC-AT possesses car-
diomyogenic SCs, and can be considered as an alternative to SC-AT as a source of SCs for cell cardiotherapy.

K e y w o r d s: immunocytochemistry, immunophenotyping, OT-PCR, GATA4.
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