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Реферат
Cтволовые клетки миокарда человека являются перспективным источником для клеточной терапии сердеч-

но-сосудистых заболеваний и являются предметом активного изучения. Тем не менее стволовые клетки миокарда 
детей являются практически неизученными. Целью работы было получение стволовых клеток миокарда из 
небольших (1–3 мм) образцов тканей от пациентов детского возраста, характеристика этих клеток, сравнение 
их со стволовыми клетками миокарда взрослого в отношении их пролиферативного и дифференцировочного 
потенциала. 

Из образцов детского миокарда, полученных в ходе коррекции врожденных пороков сердца, путем фермен-
тативной диссоциации ткани получали линии пролиферирующих клеток; проводили их фенотипирование при 
помощи проточной цитометрии, методов полуколичественной и количественной полимеразной цепной реакции; 
оценку их пролиферативного и дифференцировочного потенциала при помощи индукции дифференцировки 
в кардиогенном, направлениях. Было получено пять линий стволовых клеток сердца. Полученные линии 
интенсивно пролиферировали, экспрессировали маркеры кардиогенного происхождения и имели потенциал 
к дифференцировке в нескольких направлениях. Полученные клетки были сходны по характеристикам с опи-
санными ранее клетками, получаемыми из миокарда взрослого человека.

Результаты проведенного исследования указывают на то, что существует возможность получения линий 
клеток из небольших образцов ткани детского миокарда, остающихся в ходе операций по коррекции врожден-
ных пороков сердца. Эти клетки представляют собой гетерогенную популяцию, имеющую мультипотентные 
свойства, имеют фенотипические характеристики, сходные с клетками, получаемыми из миокарда взрослого, 
высокий регенеративный потенциал, способность к кардиогенной дифференцировке.
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Введение
Возможности терапии сердечно-сосудистых за-

болеваний при помощи стволовых клеток различ-
ного происхождения в настоящее время являются 
предметом интенсивных исследований и нескольких 
клинических испытаний [3, 6, 9, 10]. Основной груп-
пой для клинических испытаний являются пациенты 
с ишемическим поражением миокарда, а источником 
клеток для терапии являются главным образом мезен-
химные стволовые клетки костно-мозгового проис-
хождения (КМ–МСК). Несмотря на неоднозначные 
результаты, полученные в клинических испытаниях, 
в настоящее время признается важность дальнейшего 
развития и исследования возможностей клеточной 
терапии КМ–МСК при терапии инфаркта миокар-
да [9]. Однако, помимо постинфарктной терапии, 
существует огромная потребность в развитии под-
ходов клеточной терапии и для других сердечно-со-
судистых заболеваний, в числе которых врожденные 

пороки сердца. Первые попытки применения клеточ-
ной терапии с использованием КМ–МСК у детей с 
врожденной кардиомиопатией описаны недавно [5]. 
Пациентам с врожденными пороками сердца требу-
ется проведение раннего и сложного хирургического 
вмешательства для коррекции дефекта. Как правило, 
проводятся этапные вмешательства, направленные 
на подготовку миокарда, его ремоделирование и 
активацию компенсаторных возможностей. В таких 
случаях представляется важной возможность кле-
точной терапии. 

В качестве перспективного источника клеточной 
терапии, помимо КМ–МСК, рассматривают так 
называемые резидентные прогениторные клетки 
миокарда, или стволовые клетки сердца (СКС) [6]. 
Однако в настоящее время не существует единого 
маркера или их комбинации для определения этой 
популяции клеток.
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Впервые стволовые клетки сердца (CSC — cardiac 
stem cells) были получены и охарактеризованы в 
2003 г. [4]. Эти клетки несли поверхностный ти-
розинкиназный рецептор c-kit. В сердце эта по-
пуляция составляет 1:30 000 от общей популяции 
кардиомиоцитов. В с-kit+-клетках экспрессируются 
специфичные для кардиомиоцитарной линии диффе-
ренцировки гены NKX2.5 и GATA4, при этом отсут-
ствует экспрессия генов, кодирующих саркомерные 
белки. Все это указывает на наличие у этих клеток 
признаков кардиомиоцитной линии и в то же время 
на незрелость этих клеток. В условиях in vivo с-kit+-
СПС могут дифференцироваться в эндотелиальные 
клетки, фибробласты, гладкомышечные клетки 
(ГМК) и кардиомиоцитподобные клетки [4]. Описа-
ны и другие маркеры резидентных стволовых клеток 
миокарда человека, такие как Sca-1, Islet-1, SSEA-1. 
Показано, что клетки, выделенные из миокарда и не-
сущие один из этих маркеров, способны к некоторой 
дифференцировке в направлении кардиомиоцитов 
[6, 7, 9, 10, 14, 15].

Из эндокарда человека была выделена популяция, 
которая получила название СDS-(Cardioshere)-клетки 
[8, 16]. Они представляют собой гетерогенную по-
пуляцию, состоящую из недифференцированных кле-
ток, экспрессирующих Sca-1, CD105, CD90 (Thy1), 
CD29 (b1-интегрин), а также маркеры мезенхимных 
стромальных клеток (МСК). Примерно 20 % клеток 
являются C-kit+. CDS человека и мыши способны 
при выведении в культуру к дифференцировке в 
кардиомиоцитарном, гладкомышечном и эндотели-
альном направлениях [8].

Таким образом, описано несколько популяций 
клеток, которые могут потенциально являться пред-
шественниками кардиомиоцитов и, по-видимому, 
участвовать в репаративных процессах, однако еди-
ного мнения о природе данных клеток не существу-
ет. Ясно, что все эти так называемые резидентные 
стволовые клетки, или СКС, имеют отличительные 
признаки, описанные в настоящее время в мировой 
литературе: 
1) отсутствие терминальной дифференцировки; 
2) способность к неограниченному делению; 
3) способность к симметричному делению с воспро-
изводством двух идентичных клеток для поддержа-
ния стволовой ниши сердца, либо с уходом одной из 
дочерних клеток в терминальную дифференцировку.

Признание того, что СКС регулируют сердечный 
гомеостаз и имеют регенеративный потенциал, при-
вело к разработке подходов клеточной терапии для 
регенерации поврежденных тканей сердца с исполь-
зованием этих клеток [10, 12]. 

В последнее время интерес исследователей при-
влекают СКС неонатального происхождения как 
потенциальный источник терапии врожденных по-
роков сердца. Неонатальные СКС имеют несколько 
большую пластичность, по сравнению с СПС, вы-
деленными из миокарда взрослого, однако исследо-
вания свойств этих клеток находятся еще в самой 
начальной стадии [17]. 

Ранее нами была показана возможность выделе-
ния популяции СПС-клеток из миокарда взрослого 

человека. Эти клетки имеют высокий пролифера-
тивный потенциал и способность поддержания в 
культуре, а также способность к дифференцировке 
в кардиомиоцитном направлении [1, 2].

В целом в последние годы наблюдается всплеск 
интереса к СКС именно в связи с возможностями 
их использования при коррекции ВПС [17]. В связи 
с этим очевидно, что возможность получения и из-
учения этих клеток именно от пациентов детского 
возраста является чрезвычайно актуальной и требует 
продолжения исследований. Следует также упомя-
нуть, что получение СПС от пациентов с ВПС важно 
для моделирования и изучения патогенетических 
процессов, потенциально ответственных за возник-
новение ВПС. 

Целью работы было провести сравнительную 
оценку характеристик стволовых клеток сердца, 
полученных из миокарда взрослых и из детского 
миокарда.

Материал и методы исследования
Материалы от взрослых пациентов были получе-

ны из донорского сердца при трансплантации в ФГБУ 
СЗФМИЦ им. В. А. Алмазова (Санкт-Петербург, 
Россия). 

Материалы от пациентов детского возраста полу-
чали при операциях по коррекции ВПС — тетрады 
Фалло и дефекта межжелудочковой перегородки 
(ДМЖП).

Клетки выделяли по описанному ранее прото-
колу [18] с модификациями [1]; клетки получали 
из фрагмента ткани миокарда, полученного в ходе 
коррекции врожденных пороков сердца у детей, раз-
мер фрагмента составлял 1–5 мм3; либо из фрагмента 
левого предсердия донора при трансплантации, раз-
мер фрагмента составлял до 1 см3. Дифференцировку 
СКС проводили, как это описано ранее [2].

Анализ на проточном цитометре
Клетки окрашивали антителами, конъюгирован-

ными с флюорохромом против соответствующего 
поверхностного маркера (CD33, CD45, CD117, 
CD90, CD105, CD73, CD146, CD56, BD, США) в со-
ответствии с рекомендациями фирмы-изготовителя. 
Анализ проводили на проточном лазерном цитометре 
Guava EasyCyte6 (Millipore, США) по стандартной 
методике с построением логарифмических шкал 
по прямому и боковому светорассеянию. Анализ 
проводили после достижения порогового значения 
целевых событий в 7000. Математический анализ 
и построение графиков проводили в программе 
«Kaluza™ v.1.2» (Beckman Coulter, USA).

Иммуноцитохимическое окрашивание
Клетки фиксировали 4 %-м параформальдегидом 

на предметных стеклах, окрашивали антителами 
против α-актинина (1:200), тропонина I (1:200) 
(SantaCruz, США) и вторичными антителами, конъ-
югированными с флуорохромом (Alexa Fluor 488, 
Invitrogen, США). Препараты анализировали при 
помощи флуоресцентного микроскопа Observer.D1 
(Carl Zeiss, Германия).

Анализ экспрессии генов
РНК выделяли набором реактивов ExtractRNA 
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Рис. 1. Экспрессия поверхностных маркеров, оцененная методом проточной цитометрии в популяциях СПС, полу-
ченных из образца ткани миокарда взрослого (вверху), и в популяциях СПС, полученных из постоперационного 
фрагмента ткани миокарда ребенка (внизу). На гистограммах: по вертикали — число клеток, по горизонтали — ин-
тенсивность флуоресценции

Рис. 2. Иммуноцитохимическая окраска недифференцированных и дифференцированных детских СПС на маркеры 
кардиомиоцитов: тропонин Т и α-актинин (зеленый цвет). Визуализация ядер DAPI (синий цвет)
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Рис. 3. Сравнение маркеров кардиогенной дифференцировки (MEF2C, Nkx2.5, GATA4, тропонин Т) на уровне мРНК 
(полуколичественная ПЦР) в недифференцированных СПС и в индуцированных к кардиогенной дифференцировке 
— А. По горизонтали: 1, 2 — две линии клеток, полученных от разных пациентов. Сравнение экспрессии маркера 
кардиогенной дифференцировки тропонина Т в недифференцированных и дифференцированных СПС методом ко-
личественной ПЦР, n=2 — Б. По вертикали — относительный уровень мРНК соответствующего маркера. Вертикаль-
ными отрезками обозначены величины ошибки среднего. Уровень экспрессии нормировался на соответствующий 
уровень в недифференцированных клетках

Обсуждение результатов
В представленной работе из фрагментов биопсий-

ного материала детского миокарда были получены 
популяции клеток, имеющие характеристики ство-
ловых, описанных ранее нами и другими авторами 
[2, 16] для взрослого миокарда. 

Полученные клетки способны к активной про-
лиферации, несут фенотипические маркеры, харак-
терные для описанных ранее популяций стволовых 
клеток, и маркеры кардиогенной линии; кроме того, 
они способны к дифференцировке в кардиогенном 
направлении с экспрессией ряда специфичных для 
кардиомиоцитов маркеров.

Несмотря на многообещающие результаты, 
полученные в последние годы разными группами 
исследователей, по-прежнему существует скептиче-
ское отношение к использованию стволовых клеток 
сердца в качестве потенциального средства терапии. 

Одним из поводов для скептицизма является недо-
статочное доказательство того, что эндогенные или 
экзогенные резидентные СКС дифференцируются в 
соответствующее количество зрелых функциональ-
ных кардиомиоцитов [13].

Дифференцировка полученных нами клеток при-
водила к видимым изменениям в популяции, однако 
из функциональных белков кардиомиоцитов опре-
делялись лишь α-актинин и тропонин I, в то время 
как другие белки (сердечный актин и тяжелые цепи 
миозина), характерные для функциональных карди-
омиоцитов, выявить не удалось. 

Таким образом, можно говорить, скорее, о полу-
чении популяции клеток, подобных кардиомиоцитам. 
Эти результаты согласуются с опубликованными 
нами и другими авторами данными о том, что СКС 
имеют недостаточный потенциал для регенерации 
миокарда при его повреждении [2, 11]. На основании 
сравнительной оценки фенотипа, экспрессии карди-
омиоцитарных маркеров (MEF2C, GATA4, Nkx2.5) 
стволовых клеток сердца, полученных из миокарда 
детей и от взрослых доноров, установлено отсутствие 
значимых различий между получаемыми клетками. 
По пролиферативному и дифференцировочному 
потенциалу клетки, в зависимости от источника 
материала, не различались. 

Данные последних клинических исследований 
говорят о том, что введение аутологичных СПС паци-
ентам с таким врожденным пороком, как гипоплазия 
левого желудочка, приводит к значимому повыше-
нию фракции выброса и указывает на вероятный 
терапевтический эффект этих клеток [12]. 

Наши данные, а также данные других авторов 
показывают возможность и относительную легкость 
получения таких клеток. Мы полагаем, что прове-
денное нами исследование послужит основанием 
для проведения последующих исследований, по-
священных возможности использования СКС, в том 
числе и детских, в исследованиях, посвященных 
врожденным порокам сердца, а также в исследовании 
терапевтического потенциала СКС при клеточной те-
рапии различных сердечно-сосудистых заболеваний.
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Abstract
Myocardial progenitor cells represent a perspective source for cell therapy of cardiovascular disorders and are 

intensively studied. However, mainly the cells from adult patients are studied whereas the cells derived from children 
with congenital heart diseases remained poorly investigated. The aim of the present work was to obtain progenitor 
cells from intraoperatively obtained cardiac tissue from infants and children undergoing repair of congenital cardiac 
defects. Following isolation, the cells gave rise to a clonogenic, highly proliferative spindle-shaped cell population. The 
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cells expressed markers of cardiogenic origin and were shown to differentiate towards cardiogenic lineage. This resident 
myocardial progenitor cells obtained from infant myocardial tissue demonstrate similar characteristics to previously 
described cells derived from adult myocardial tissue. This study confirms the possibility of obtaining a pool of progenitor 
cells from tiny tissue fragments and opens a new perspective of using these cells in regenerative medicine and further 
research of congenital heart disease pathogenesis.

Keywords: progenitor cells, cardiomyocytes, myocardium.
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