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Цель работы – оценить иммунофенотип стволовых клеток жировой ткани, выделенных из жировых де-
по эпикардиальной и периваскулярной области у пациентов с ишемической болезнью сердца и приоб-
ретенными пороками сердца. В культуре клеток, полученной из эпикардиальной и периваскулярной
жировой ткани (2-й пассаж) у пациентов как с ишемической болезнью сердца, так и с приобретенными
пороками сердца, наблюдалась высокая (более 90%) экспрессия мембранных белков, характерных для
стволовых клеток. Кроме основной популяции, как в культуре эпикардиальной, так и в периваскуляр-
ной жировой ткани присутствовали две минорные: 1) – CD90-, CD105+, CD34-/+, CD73+, CD45- –
предположительно эндотелиальная популяция; 2) – CD90+, CD105-, CD34-, CD73-, CD45- – самая
малочисленная популяция. Вывод: на ранних сроках культивирования клетки стромально-васкуляр-
ной фракции, выделенные из эпикардиальной и периваскулярной жировой ткани, экспрессируют по-
верхностные маркеры, характерные для стволовых клеток жировой ткани.
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ВВЕДЕНИЕ

Благодаря набору уникальных свойств, напри-
мер, способности дифференцироваться в различ-
ные типы клеток соединительной ткани, мезенхи-
мальные стволовые клетки (МСК) все больше при-
влекают внимание исследователей. До настоящего
времени большое число работ было посвящено
изучению мезенхимальных стволовых клеток кост-
ного мозга. Однако не так давно в стромально-вас-
кулярной фракции жировой ткани обнаружили
стволовые клетки, которые в отличие от стволовых
клеток костного мозга быстрее растут и доступны в
большом количестве при сборе из небольшого объ-
ема жировой ткани [1, 2]. Так, например, только
0.001–0.01% мононуклеарных клеток в костном
мозге являются стволовыми, в то время как из 1 г
жировой ткани можно выделить 5 × 103 стволовых
клеток, что в 500 раз больше, чем из такого же ко-
личества клеток в костном мозге [3]. В результате, в
последнее время МСК жировой ткани (МСК-ЖТ)

становятся привлекательной и альтернативной по-
пуляцией мультипотентных клеток – как для ис-
следований, так и для тканевой заместительной те-
рапии [4].

Согласно определению Международного обще-
ства по клеточной терапии (ISCT), МСК обладают
следующим иммунофенотипом: CD73+, CD90+ и
CD105+, CD45-, CD34-, CD14-, CD11b-, CD79a-,
CD19- и характеризуются отсутствием поверхност-
ных молекул HLA-DR. Учитывая различные ис-
точники выделения МСК, в 2013 г. ISCT внесла не-
большую редакцию для характеристики мезенхи-
мальных клеток, выделенных из жировой ткани
[3]. Помимо уже описанных положительных мар-
керов [4], были включены поверхностные маркеры
CD13, CD29, CD44; к отрицательным маркерам
были отнесены CD31 и CD235a. Кроме того, были
описаны и другие маркеры, но их экспрессия на
МСК-ЖТ достаточно вариабельна и сильно зави-
сит от условий культивирования и количества пас-
сажей [5]. Есть предположения, что иммунофено-
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тип МСК-ЖТ может различаться в зависимости от
условий культивирования, количества пассажей и
локализации жировой ткани в организме [6].

В настоящее время большое количество иссле-
дований посвящено изучению морфологии и им-
мунофенотипа подкожных и висцеральных МСК-
ЖТ из-за возможности легкого получения клеток.
Экспериментальных работ, направленных на изу-
чение МСК кардиальной локализации, в настоя-
щее время недостаточно

Цель работы – оценить иммунофенотип ство-
ловых клеток жировой ткани, выделенных из эпи-
кардиальной и периваскулярной жировой ткани, у
пациентов с ишемической болезнью сердца (ИБС)
и приобретенными пороками сердца.

МЕТОДЫ ИССЛЕДОВАНИЯ

Выделение мезенхимальных стволовых
клеток жировой ткани

В исследование было включено 8 пациентов,
подписавших добровольное информированное со-
гласие на участие, среди которых было 4 пациента
с ИБС в возрасте до 75 лет (основная группа) и 4 па-
циента с некоронарогенной патологией сердца –
дегенеративные приобретенные неревматические
пороки сердца (аортальный стеноз/недостаточ-
ность) и показаниями для проведения открытой
операции на клапанах сердца, сопоставимых по
полу и возрасту с основной группой. Все пациенты
имели показания для проведения открытого вме-
шательства на сердце – прямой реваскуляризации
миокарда методом коронарного шунтирования
или операции на клапанах сердца. В исследование
не включали пациентов старше 75 лет, с наличием
клинически значимых сопутствующих патологий
(сахарного диабета 1-го и 2-го типа, инфаркта мио-
карда, анемии, почечной и печеночной недоста-
точностью, онкологических и инфекционно-вос-
палительных заболеваний в период обострения,
аутоиммунных заболеваний). Стволовые клетки
жировой ткани выделяли из биоптатов жировой
ткани подкожной, эпикардиальной и периваску-
лярной локализации (3–5 г). Источник эпикар-
диальной жировой ткани – правые отделы сердца,
зоны ее наибольшего присутствия (правое пред-
сердие и правый желудочек); периваскулярной жи-
ровой ткани – область правой коронарной арте-
рии. Полученные образцы жировой ткани тща-
тельно промывали стерильным фосфатно-солевым
буфером (PBS) (Gibco, Китай) для очистки поверх-
ности жировой ткани от тромбов, эритроцитов и
местных анестетиков. Затем жировую ткань поме-
щали в 20 мл PBS с добавлением пенициллина
(600 ЕД/мл) (Gibco, США) и стрептомицина
(300 мг/мл, Gibco, США) в пробирку объемом
50 мл на 5–10 мин при комнатной температуре для
удаления остатков кровеносных сосудов, соедини-

тельной ткани и/или дермы жировой ткани.
После повторной промывки и очистки ткань была
перенесена в культуральную чашку диаметром
10 см с добавлением 2 мл PBS и разрезана на ма-
ленькие кусочки неправильной формы (1–3 мм2)
ножницами, средняя масса кусочков была около
4 г. Далее маленькие кусочки жировой ткани были
пипетированы в культуральные флаконы (Biologix,
Германия) объемом 25 см2 и выровнены с интерва-
лами расстояния 0.3–0.4 см. Клетки инкубировали
в СО2 – инкубаторе (5% СО2, 95% воздуха, 37°С), в
среде, поддерживающей рост МСК (MesenCult
Proliferation Kit, STEMCELL Technologies, Кана-
да), с добавлением антибиотиков и антимикотика
(100 Ед/мл пенициллина, 100 Ед/мл стрептомици-
на, 0.4% амфотерицина В, Gibco, США). Когда
первичные клетки достигали 80–90% конфлюент-
ности, их обрабатывали 0.25%-ным раствором
трипсина, содержащим 0.02% ЭДТА (Tripsin/EDTA,
CELL, США), переносили в культуральные флако-
ны объемом 75 см2 (Biologix, Германия) и культи-
вировали до 80–90% слияния клеток. Далее произ-
водили подсчет клеток с помощью автоматическо-
го клеточного счетчика Countess II FL Automated
Cell Counter (Thermo Fisher Scientific, Финлян-
дия) и осуществляли иммунофенотипирование
клеток.

Иммунофенотипирование клеток
(проточная цитометрия)

Клеточную суспензию МСК-ЖТ на пассаже 2,
собранную с использованием 0.25%-ного трипси-
на/ЭДТА, центрифугировали при 100 g в течение
5 мин. Для окрашивания в пробирки отбирали
1 × 105 клеток культуры, снятых с пластика и отмы-
тых PBS. В работе использовали комбинацию конъ-
югированных моноклональных антител: CD90 FITC
(BC, IM1839U), CD 34 APC (BC, PN IM2472U),
CD73 APC Cy7 (Biolegend, 344022), CD 105 PE
(Biolegend,323206), Pacific Blue CD 45 (Biolegend,
304029). В пробу вносили антитела в объеме, указан-
ном производителем, с дальнейшей инкубацией в
течение 30 мин при комнатной температуре в защи-
щенном от света месте. Окрашенные пробы ресус-
пендировали в PBS и анализировали на проточном
лазерном цитометре CytoFlex (США) в программе
CytExpert 2.1. Для настройки прибора использовали
образцы с соответствующими изотипическими кон-
тролями и последующим выполнением всех этапов
аналогично основной пробе. Анализ всех образцов
выполняли на единых настройках прибора.

РЕЗУЛЬТАТЫ ИССЛЕДОВАНИЯ
Стромально-сосудистую фракцию, взятую из

эпикардиальной и периваскулярной области у па-
циентов с ишемической болезнью сердца и приоб-
ретенными пороками сердца, культивировали в
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стандартных условиях. На третий день первичной
культуры во всех флаконах эпикардиальной и пе-
риваскулярной жировой ткани по краям кусочков
ткани появилось множество мелких пятнистых
клеток, которые продолжали расти и пролифери-
ровать. На 5–6-е сутки культивируемые in vitro жи-
ровые стволовые клетки стали приобретать фиб-
робластоподобную и веретеновидную форму, и эта
морфология сохранялась на протяжении всего вре-
мени культивирования. При этом морфология кле-
ток не различалась от локализации жировой ткани
(рис. 1).

К 9–11-м суткам культивирования стали появ-
ляться множественные колонии клеток, при этом у
пациента с ишемической болезнью сердца процент
конфлюентности монослоя в периваскулярной
жировой ткани составил около 45%, а в эпикар-
диальной жировой ткани в среднем 35%, в то время
как у больного с приобретенным пороком сердца
данный процент во всех жировых депо составил
больше 50%.

На 16-й день культивирования процент плотно-
сти заселения монослоя клеток во всех исследован-
ных образцах составил более 80%, и клетки были
пересажены на культуральный флакон объемом
75 см2. При достижении клетками 80–90% моно-
слоя производили подсчет клеток и получили, что
у пациента с ИБС из эпикардиальной жировой тка-
ни выделено 2.53 × 106/мл клеток, в то время как из
периваскулярной жировой ткани – 9.44 × 106/мл
клеток. У пациента с приобретенными пороками
сердца число выделенных клеток из эпикардиаль-
ной жировой ткани составило 5.51 × 106/мл, из пе-
риваскулярной жировой ткани – 1.57 × 106/мл.

При оценке иммунофенотипа культур клеток
второго пассажа получено, что в эпикардиальной
жировой ткани пациента с ИБС на 79.7% клеток
присутствовали поверхностные маркеры CD105 и
CD 90, при этом один антигенный маркер CD105
был на 17.5% клеток (рис. 2). Мезенхимальные мар-
керы CD73 и CD90 присутствовали на 79.5% кле-
ток, один CD73 на поверхности 18.3% клеток, в то
время как CD34 был только на 3.8% клеток. Таким
образом, фенотип культуры клеток, полученной из
эпикардиальной жировой ткани, был CD73+,
CD 90+, CD 105+, CD34-/+. Кроме основной по-
пуляции клеток в культуре эпикардиальной жиро-
вой ткани присутствовали 2 минорные популяции:
1) CD90+, CD34+, CD73+, CD105- (зеленый цвет
на рис. 2) – предположительно эндотелиальная по-
пуляция; 2) CD90+, CD105-, CD34-, CD73- (розовой
цвет) – самая малочисленная популяция клеток, по-
лученных из эпикардиальной жировой ткани.

В культуре клеток, полученной из периваску-
лярной жировой ткани пациента с ИБС, так же,
как и в клетках, полученных из эпикардиальной
жировой ткани, наблюдалась высокая (более 90%)
экспрессия мембранных белков, характерных для
стволовых клеток (рис. 3). Так, клеточные маркеры
СD90 и СD105 совместно экспрессировались у
90.3% клеток, похожий процент мембранных бел-
ков отмечен в отношении СD73 и СD90 (90.9%).
Антигенный маркер СD34 экспрессировали толь-
ко 0.9% клеток, полученных из культуры перивас-
кулярной жировой ткани. Так же, как и в культуре
эпикардиальной жировой ткани в периваскуляр-
ной жировой ткани, мы наблюдали 3 популяции
клеток (рис. 3).

Клетки, полученные из эпикардиальной и пе-
риваскулярной жировой ткани пациентов с приоб-

Рис. 1. МСК в культурах, полученных из эпикардиальной жировой ткани на 5-е сутки (a), эпикардиальной жировой ткани
на 9-е сутки (b), эпикардиальной жировой ткани на 16-е сутки (c) у пациента с ИБС.

100 �m

(a) (b) (c)

100 �m 100 �m
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ретенным пороком сердца и ИБС имели схожий
фенотип, однако были некоторые особенности.
В культуре клеток эпикардиальной жировой ткани
пациента с приобретенным пороком сердца уро-
вень совместной экспрессии основных поверх-
ностных маркеров МСК был немного ниже, чем в
эпикардиальной жировой ткани пациента с ИБС.
СD90 и СD105 одновременно экспрессировали
около 61% клеток, а СD90 и СD73 – около 59%.
Уровень поверхностного маркера СD34 был равен
32.3%, а совместный уровень СD90 и СD34 –
47.3%. При иммунофенотипировании клеток, по-
лученных из эпикардиальной жировой ткани, так-
же обнаружили три популяции клеток с преоблада-
нием основной популяции с фенотипом, характер-
ным для МСК (рис. 4).

В культуре клеток, полученных из периваску-
лярной жировой ткани, были обнаружены высокие
уровни совместной экспрессии CD90 и CD105 –
78.4%, CD90 и CD73 – 90.5%. Экспрессия антиген-
ного маркера CD34 обнаружена на 1.5% клеток
(рис. 5).

Таким образом, на ранних сроках культивирова-
ния на клетках стромально-васкулярной фракции,
выделенных из периваскулярной и эпикардиальной
жировой ткани пациентов с ИБС и приобретенны-
ми пороками сердца, доминируют поверхностные
маркеры, характерные для мезенхимальных ство-
ловых клеток жировой ткани.

ОБСУЖДЕНИЕ РЕЗУЛЬТАТОВ

МСК-ЖТ локализуются в стромально-васку-
лярной фракции, присутствующей в сосудистой
нише, и имеют специфичный для этой области
профиль экспрессии маркеров клеток [6, 7]. Клет-
ки стромально-васкулярной фракции представля-
ют собой гетерогенную смесь эндотелиальных и
гладкомышечных клеток, перицитов, фибробла-
стов, тучных клеток и преадипоцитов [8]. На ран-
них этапах культивирования (1–2 пассажа клеток)
в составе стромально-васкулярной фракции обна-
руживаются клетки, несущие не только стволовые
маркеры (CD44, CD73, CD90, CD105, CD166), но и

Рис. 2. Проточная цитометрия клеток, полученных из эпикардиальной жировой ткани пациента с ИБС. Cиним цветом на
рисунке обозначена самая большая популяция клеток по иммунофенопитипу, принадлежит к МСК, зеленый и розовый
цвет – две минорные популяции клеток.
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маркеры гемопоэтических стволовых клеток (CD34,
митохондриальный ALDH, ABCG2). По данным
Mohamed-Ahmed и соавт., классические маркеры
МСК (CD73, CD90, CD105) присутствуют на 0.8–
54% клетках на ранних стадиях культивирования
(1 пассаж) [9]. К 4–5-му пассажу количество стро-
мальных маркеров на культивированных клетках
увеличивается, достигая 98% [7, 10, 11].

К одним из стромальных маркеров относится
CD90, также известный как Thy-1, он представляет
собой заякоренный белок клеточной поверхности,
обычно экспрессируемый различными типами
клеток, в том числе, и стволовыми. В исследовании
Pan и соавт. обнаружено, что степень экспрессии
стволовыми клетками CD90 может отличаться в
зависимости от локализации жировой ткани [12].
В работе было получено, что СD90 в большей сте-
пени экспрессируется на стволовых клетках под-
кожной, а не висцеральной жировой ткани. Уро-
вень экспрессии другого поверхностного маркера –
CD73 – также может зависеть от локализации ство-

ловых клеток. Так, показано, что экспрессия CD73
на МСК-ЖТ, выделенной из перикарда у экспери-
ментальных животных (мыши), выше, чем экс-
прессия CD73 на стволовых клетках, полученных
из подкожно-жировой ткани [13, 14]. CD105 – еще
один классический маркер стволовых клеток, так-
же имеет более высокий процент экспрессии в
клетках подкожного жира по сравнению с таковым
в висцеральном жире [15, 16].

Стоит отметить, что в настоящее время большое
количество экспериментальных работ посвящено
изучению стромально-васкулярной фракции, вы-
деленной из висцеральных и подкожных депо, в то
время как исследований, посвященных жировой тка-
ни кардиальной области у человека, недостаточно.

В данном исследовании нами был впервые изучен
иммунофенотип клеток, полученных из стромально-
васкулярной фракции эпикардиальной и перивас-
кулярной жировой ткани у пациентов с ИБС и
приобретенными пороками сердца. Полученные ре-
зультаты показали, что культура МСК 2-го пассажа

Рис. 4. Проточная цитометрия клеток, полученных из эпикардиальной жировой ткани пациента с приобретенными по-
роками сердца. Cиним цветом на рисунке обозначена самая большая популяция клеток, которая по иммунофенотипу
принадлежит к МСК, зеленый и розовый цвет – две минорные популяции клеток.
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Рис. 5. Проточная цитометрия клеток, полученных из периваскулярной жировой ткани пациента с приобретенными по-
роками сердца. Синим цветом на рисунке обозначена самая большая популяция клеток, которая по иммунофенотипу
принадлежит к МСК, зеленый и розовый цвет – две минорные популяции клеток.
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характеризовалась повышенной экспрессией ан-
тигенов CD73, CD90, CD105. Примерно 90% кле-
ток 2-го пассажа, полученных из эпикардиальной и
периваскулярной жировой ткани пациента с ИБС,
экспрессировали классические маркеры МСК
(CD73, CD90, CD105). В культуре клеток эпикар-
диальная жировая ткань у пациента с приобретен-
ными пороками сердца наблюдался более низкий
уровень совместной экспрессии основных марке-
ров стволовых клеток в отличие от пациента с
ИБС (СD90 и СD105 около 61% клеток, а СD90 и
СD73 – 58.2%). Процентное содержание изучае-
мых стволовых маркеров на клетках, выделенных
из периваскулярной жировой ткани у пациента с
пороком сердца, существенно не отличалось от
уровня экспрессии этих маркеров у пациента с
ИБС. Уровень экспрессии СD34 варьировал в за-
висимости от локализации жировой ткани и забо-
левания: так, у пациентов с ИБС уровень СD34 не
превышал 3.5% как в эпикардиальной, так и в пе-
риваскулярной жировой ткани. При этом в эпи-
кардиальной жировой ткани у пациента с порока-
ми сердца обнаружен более высокий процент
СD34 (32.3%). Относительно экспрессии маркера
гемопоэтических стволовых клеток – CD34 на
МСК-ЖТ в литературе существуют некоторые
противоречения. Некоторые исследовательские
группы [17, 18] выявили популяцию CD34 в стро-
мально-васкулярной фракции. Эти данные позво-
лили предположить наличие общего предшествен-
ника у клеток с эндотелиальным и адипоцитарным
фенотипом [18]. В то же время по данным других
авторов [13, 19] экспрессия CD34 была слабой, ли-
бо не обнаруживалась. Однако более поздние ис-
следования иммунофенотипа клеток стромально-
васкулярной фракции показали, что гемопоэтиче-
ские CD34+ клетки попадают в жировую ткань из
циркулирующей крови и при длительном культиви-
ровании клеток с увеличением количества пассажей
уровень экспрессии СD34 уменьшался [8, 10].

В то же время в культуре клеток второго пассажа
были обнаружены две минорные популяции клеток,
которые отличались по экспрессии CD73, CD90 и
CD105. Фенотип клеток первой популяции был
представлен положительными CD105+, CD73+ и от-
сутствием экспрессии или экспрессией в малом ко-
личестве – CD90 и CD34. Содержание клеток с фено-
типом CD105+, CD73+/CD90-, CD34- варьировало в
зависимости от типа жировой ткани, максимальное
содержание клеток этой популяции было обнаруже-
но в эпикардиальной жировой ткани пациентов с
приобретенными пороками сердца. Третья популя-
ция клеток была самая малочисленная, и ее количе-
ство варьировало в зависимости от типа жировой
ткани, из которой были получены клетки.

Таким образом, на ранних этапах культивирова-
ния клеток в составе стромально-васкулярной
фракции эпикардиальной и периваскулярной жи-
ровой ткани у пациентов с сердечно-сосудистыми

заболеваниями идентифицируются клетки, несу-
щие поверхностные маркеры, присущие стволо-
вым клеткам жировой ткани.
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Aim: to evaluate the immunophenotype of adipose tissue stem cells isolated from epicardial and perivascular fat
depots in patients with coronary heart disease and acquired heart defects. Results: In cell culture obtained from
epicardial adipose tissue (EAT) and perivascular adipose tissue (PVAT) (2nd passage) in patients with both cor-
onary heart disease and acquired heart defects, a high (over 90%) expression of membrane proteins characteristic
of stem cells. In addition to the main population, with both in the EAT culture and in the PVAT, there were
2 minor ones: 1 – CD90-, CD105+, CD34-/+, CD73+, CD45- is presumably endothelial population, 2 –
CD90+, CD105-, CD34-, CD73-, CD45- is the smallest population.
Conclusion: In the early stages of cultivation, cells of the stromal vascular fraction isolated from epicardial and
perivascular adipose tissue express surface markers characteristic of adipose tissue stem cells.

Keywords: mesenchymal stem cells, adipose tissue, ischemic heart disease, acquired heart disease
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