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На сегодняшний день известно большое количество методов дифференцировки различных 

клеток в кардиомиоциты. Однако существующие подходы и способы оценки их 
эффективности имеют целый ряд ограничений. В обзоре описаны основные направления 
исследований и проблемы, связанные с получением дифференцированных кардиомиоцитов 
in vitro и in vivo из различных клеток, включая эмбриональные стволовые клетки, стволовые 
клетки сердца, индуцированные плюрипотентные столовые клетки и фибробласты. 
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Неспособность миокарда к самообновлению, обусловленная отсутствием пролиферации 

дифференцированных, функционально активных кардиомиоцитов (КМЦ), вызывает целый ряд 
проблем, которые в первую очередь связаны с вопросами регенерации. Кроме того, 
неспособность КМЦ к делению ограничивает возможность получения стабильной линии этих 
клеток для ее использования в качестве модели для проведения фундаментальных и 
прикладных исследований. В связи с этим большое количество исследований направлено на 
дифференцировку различных клеток в КМЦ для возможности получения неиссякаемого 
источника функционально активных клеток миокарда.  

Методы дифференцировки КМЦ из стволовых клеток.  
Дифференцированные КМЦ получают in vivo и in vitro из различных стволовых клеток, 

включая эмбриональные стволовые клетки (ЭСК), индуцированные плюрипотентные 
стволовые клетки (иПСК), мезенхимные стволовые клетки, эндотелиальные прогениторные 
клетки и стволовые клетки сердца (СКС). Наиболее часто в качестве источника 
дифференцированных КМЦ используют ЭСК. Давно известно, что КМЦ могут быть получены в 
результате спонтанной дифференцировки ЭСК при их культивировании в виде 
эмбриональных телец (1). Подобные методы ненаправленной дифференцировки КМЦ из ЭСК 
имитируют стадии нормального эмбрионального развития сердца и используются для 
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получения, в частности, мышиных и человеческих КМЦ (1, 2). Однако такой подход является 
малоэффективным и приводит к получению не более чем 1% КМЦ от общей клеточной 
популяции (2). Более эффективные методы получения КМЦ из стволовых клеток основаны на 
направленной дифференцировке. При разработке таких методов, как правило, учитываются 
факторы, влияющие на стадии эмбрионального развития сердца. В частности, в эмбриогенезе 
последовательные этапы дифференцировки КМЦ и других клеток сердца зависят от 
сигнальных путей Nodal, костного морфогенетического белка (BMP), пути Wnt/β-катенин, 
фактора роста фибробластов (3) и ретиноевой кислоты (4). Различные способы направленной 
дифференцировки стволовых клеток в КМЦ включают воздействие на сигнальные пути 
Nodal/активин и BMP4 (5) и Wnt/β-катенин (6, 7). Янгом с соавт. (8) был разработан более 
эффективный протокол дифференцировки человеческих ЭСК, включающий 
последовательную стимуляцию сигнальных путей Nodal/активин, BMP4 и Wnt по мере 
прохождения клетками определенных стадий дифференцировки. Такой метод приводил к 
получению примерно 40% КМЦ от общей клеточной популяции. Несмотря на определенные 
успехи в получении КМЦ из ЭСК, эффективность таких методов варьирует от линии к линии. 
Кроме того, в случае применения дифференцированных клеток в регенеративных целях in 

vivo ограничением для использования КМЦ, полученных из ЭСК, является их аллогенное 
происхождение, а также выраженная геномная нестабильность (9). 

Другим методом, получившим широкое распространение, является дифференцировка КМЦ 
из иПСК. иПСК получают путем индукции плюрипотентного состояния у зрелых соматических 
клеток млекопитающих с помощью набора транскрипционных факторов. иПСК впервые были 
описаны в 2006 г., когда группе Яманаки (10) удалось превратить фибробласты взрослых 
мышей в иПСК путем ретровирусного введения в клетки набора транскрипционных факторов 
Oct4, Sox2, c-Myc и Klf4 (известных как факторы Яманаки). иПСК по своей морфологии и 
экспрессии генов сходны с ЭСК, включая экспрессию маркеров плюрипотентности и 
способность дифференцироваться в зародышевые листки (10, 11). Различными 
исследователями было показано, что иПСК можно дифференцировать в КМЦ, при этом 
свойства полученных клеток сравнимы с характеристиками КМЦ, полученных из ЭСК (12). Для 
повышения эффективности направленной дифференцировки иПСК в КМЦ используют 
различные цитокины, ростовые факторы и низкомолекулярные соединения, влияющие на 
сигнальные пути, важные в ходе развития сердца (13). Такие соединения включают 
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аскорбиновую кислоту (14), ретиноевую кислоту (15), плюрипотин (16), 5-азацитидин (17) и 
ДМСО (18). 

Некоторые исследователи считают более перспективным использование стволовых клеток 
сердца (СКС), которые считаются эндогенными предшественниками КМЦ. Эти клетки 
идентифицируют по наличию различных маркеров клеточной поверхности, таких как c-kit, 
MDR, NKX2.5, CD195 и SCA-1 (19-21). Было описано, что СКС могут дифференцироваться во 
все типы клеток сердечной ткани и самообновляться. СКС являются клоногенными и 
мультипотентными, а также экспрессируют антигены стволовых клеток и прогениторных 
клеток эндотелия (22). Несмотря на отсутствие доказательств роли эндогенных СКС в 
нормальном гомеостазе или при восстановлении сердца после повреждения, существуют 
данные, описывающие возможность дифференцировки выделенных СКС in vitro и 
восстановления функции сердца при их трансплантации в зону повреждения (23). На 
сегодняшний день наиболее эффективной считается дифференцировка СКС в кардиосферах, 
представляющих собой трехмерные клеточные агрегаты (24, 25). Некоторые 
дифференцированные in vitro клетки экспрессируют ранние маркеры кардиомиоцитарной 
дифференцировки, такие как GATA-4 и MEF2C (25). Однако сами авторы, как правило, 
признают, что положительный эффект СКС на функциональное состояние сердца при их 
трансплантации in vivo в основном обусловлен паракринным воздействием секретируемых 
ими факторов (24).  

Получение КМЦ из фибробластов.  
Огромное значение имели работы, показавшие возможность превращения фибробластов 

млекопитающих в функционально активные зрелые клетки различных типов (26-28). Метод 
получения КМЦ из соматических клеток включает несколько подходов, первый из которых 
связан с индукцией повышенной экспрессии транскрипционных факторов, характерных для 
КМЦ. В 2010 году Йеда с соавт. (26) показали, что введение транскрипционных факторов 
Gata4, Mefc2 и Tbx5 (GMT) с помощью ретровирусов в сердечные и дермальные 
фибробласты мышей приводило к превращению 20% клеток в индуцированные КМЦ-
подобные клетки (иКМЦ), при этом уже через 3 дня культивирования наблюдалась экспрессия 
специфичных для КМЦ белков (26, 29). Сходные результаты были получены другими 
авторами при использовании подобных наборов перепрограммирующих факторов (30, 31). В 
полученных с помощью таких методов клетках наблюдалась активация генов тяжелой цепи 
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сердечного α-миозина (αMHC) и сердечного тропонина T (cTnT1), а также повышенная 
экспрессия генов других кардиоспецифичных белков, таких как сердечный α-актин и α-
актинин-2. Доля клеток с активированным промотором αMHC составляла 20% от общей 
популяции фибробластов, а доля клеток, экспрессирующих cTnT, составляла всего 6 % (26). У 
большинства клеток с активным αMHC выявлялись саркомерные структуры, содержащие α-
актинин. При этом большинство иКМЦ авторы описывают как «частично 
перепрограммированные» клетки. Эти клетки были сходны с неонатальными КМЦ по общему 
профилю экспрессии генов и электрофизиологическим показателям. Таким образом, 
эффективность дифференцировки оставалась достаточно низкой. Кроме того, возникали 
проблемы, связанные с воспроизводимостью таких методов получения КМЦ (32, 33). Более 
эффективным оказался метод введения транскрипционных факторов GMT в 
стехиометрических количествах (34). Использование комбинации из 5 сердечных 
транскрипционных факторов GMT, Hand2, и Nkx2.5 (GMTHN) также приводило к более 
эффективному перепрограммированию мышиных фибробластов, однако и в этом случае 
большинство дифференцированных клеток in vitro представляли собой частично 
перепрограммированные КМЦ, и лишь некоторые клетки превращались в сокращающиеся 
КМЦ (35). Рядом исследователей было показано, что различные другие комбинации 
транскрипционных факторов могут активировать многие кардиомиоцитарные гены в 
фибробластах, однако не приводят к получению сокращающихся КМЦ in vitro (32, 36).  

Второй подход связан с доставкой в клетки микроРНК (miRNA), которые играют важную 
роль в ходе развития сердца (31). Опосредованное miRNA превращение мышиных 
фибробластов в КМЦ было впервые описано Джайаварденой с соавт. (37) с использованием 
комбинации из 4-х miRNA (miR-1, -133, -208 и -499), которые, как известно, экспрессируются в 
КМЦ и вовлечены в развитие и нормальное функционирование сердца (38, 39). В 
перепрограммированных клетках выявляли маркеры КМЦ, а также наблюдали саркомерную 
организацию сократительного аппарата и механические сокращения. Использование 
дополнительного этапа обработки клеток ингибитором Janus-киназы (JAK) приводило к 
повышению эффективности превращения мышиных фибробластах в КМЦ-подобные клетки in 

vitro (37). Однако несмотря на то, что клетки, дифференцированные с помощью miRNA, 
окрашивались на маркеры КМЦ, включая MHC, сердечный тропонин I (TNNI3) и α-актинин, 
спонтанные сокращения наблюдались только у 1 - 2% клеток от общей популяции (37). 
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Еще один подход, объединяющий несколько описанных ранее способов дифференцировки, 
называется методом «эпигенетической нестабильности». Он основан на  временной индукции 
в фибробластах промежуточного состояния плюрипотентности с последующей направленной 
дифференцировкой в КМЦ (40). Такой метод включает гиперэкспрессию в эмбриональных 
фибробластах мышей транскрипционных факторов, используемых для получения иПСК (Oct4, 
Sox2 и Klf4), с последующей обработкой клеток низкомолекулярными ингибиторами Janus-
киназы и их культивированием в кардиогенной среде с добавлением BMP4 (31, 40). 
Дифференцированные клетки окрашивались на маркеры КМЦ, такие как cTnT (примерно 40% 
клеток), тяжелая цепь миозина и α-актинин. Интересно, что в этих клетках выявлялась только 
предсердная изоформа легкой цепи миозина (MLC-2α), что указывает на специализацию 
подтипа полученных КМЦ. В некоторых колониях наблюдались сокращения (31, 40). 

К настоящему времени накопилось много данных о сходстве фибробластов с МСК по 
экспрессии основных поверхностных маркеров и способности к мультипотентной 
дифференцировке. Возможно, что положительные результаты перепрограммирования 
фибробластов в КМЦ связаны именно с наличием у них свойств стволовых клеток. В то же 
время, фибробласты отличаются от МСК, например, по уровню экспрессии ряда антигенов 
(41). 

Методы получения КМЦ из иПСК и фибробластов часто связаны с использованием 
вирусных систем доставки. Использование векторов на основе ретровирусов и лентивирусов, 
которые встраиваются в геном клеток, может приводить к генетическим нарушениям и 
онкогенной трансформации. В настоящее время более предпочтительным является 
использование не встраивающихся в геном вирусов, таких как аденовирусы и вирус Сендай, а 
также невирусных систем доставки (42). 

Ограничения методов получения дифференцированных КМЦ.  
Несмотря на наличие большого количества данных о получении дифференцированных 

КМЦ, методы дифференцировки имеют целый ряд ограничений, связанных с недостаточной 
степенью зрелости клеток и их гетерогенностью, а также небольшим количеством 
функционально активных КМЦ в популяции клеток. 

Все доступные на сегодняшний день протоколы дифференцировки человеческих КМЦ из 
стволовых клеток приводят к получению смеси различных подтипов КМЦ, например, 
желудочковых, предсердных КМЦ и КМЦ проводящей системы сердца (43, 44). Несмотря на 
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то, что со временем в культуре увеличивается доля желудочковых КМЦ (45), такая 
гетерогенность популяции затрудняет ее использование для исследований in vitro, а при 
введении in vivo приводит к проаритмогенному эффекту (46). Для решения этой проблемы 
используются различные ростовые факторы, которые могут в некоторой степени 
регулировать специализацию подтипов КМЦ, дифференцированных из стволовых клеток. 
Такие факторы включают, например, нейрегулин, стимулирующий созревание желудочковых 
КМЦ (47). Кроме того, проблема неоднородности популяции усугубляется геномной 
нестабильностью помещенных в культуру клеток (9) и эпигенетическими модификациями, 
которые могут ограничивать способность клеток дифференцироваться в КМЦ (48). В 
результате получается культура, содержащая как КМЦ, так и недифференцированные клетки, 
что ограничивает ее использование in vitro и при введении in vivo может приводить к 
туморогенному эффекту. Таким образом, получение гомогенной культуры 
дифференцированных КМЦ или, по крайней мере, хорошо охарактеризованной смешанной 
культуры клеток разных подтипов до сих пор остается проблемой.  

Другим не менее важным ограничением является то, что большинство КМЦ, полученных из 
стволовых клеток, а также из фибробластов, имеет так называемый «незрелый фенотип», т.е. 
отличается по своим характеристикам от КМЦ сердца взрослого организма. На ранних сроках 
КМЦ, дифференцированные из стволовых клеток, имеют намного меньшие размеры и 
обладают признаками эмбриональных КМЦ, такими, как аморфная форма и короткие, плохо 
организованные саркомеры (49, 50). Кроме того, паттерн экспрессии генов у этих клеток 
соответствует стадиям эмбрионального развития сердца (2, 51). В ходе длительного 
культивирования дифференцированные КМЦ увеличиваются в размере и приобретают более 
типичную морфологию и более зрелый сократительный аппарат (45, 50). Однако, даже на 
поздних сроках культивирования (около 180 дней в культуре) эти клетки не соответствуют 
взрослым КМЦ по электрофизиологическим показателям и экспрессии генов (52). Имеются 
данные, указывающие на пониженную массу митохондрий у дифференцированных КМЦ (53) и 
отсутствие Т-трубочек (54, 55). Для улучшения статуса созревания КМЦ некоторые 
исследователи используют трехмерные системы культивирования. Например, в КМЦ, 
полученных из человеческих ЭСК и помещенных в трехмерные условия, наблюдаются более 
длинные саркомеры и более высокий уровень экспрессии генов сердечного тропонина T, 
тяжелой цепи α-миозина и кальсеквестрина по сравнению с клетками, помещенными в 
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двумерные условия (56). Клетки, полученные из фибробластов, также не соответствуют КМЦ 
взрослого сердца по морфологии, общему профилю экспрессии генов и 
электрофизиологическим показателям и, как правило, называются авторами «КМЦ-
подобными клетками» (32). 

Еще одна трудность связана с неоднозначностью интерпретации результатов 
дифференцировки клеток в КМЦ. В то время как существуют понятия «зрелого» и «незрелого» 
фенотипа КМЦ, общепринятые маркеры для идентификации дифференцированных КМЦ, а 
также определения статуса их созревания отсутствуют (26, 57). Несмотря на наличие 
огромного количества кардиоспецифичных белков, которые имеют характерный паттерн 
экспрессии в ходе развития сердца и которые активно используются исследователями для 
идентификации дифференцированных КМЦ, многие из них имеют тенденцию изменяться при 
стрессе или патологических состояниях (58). Например, ген тяжелой цепи α-миозина является 
высоко специфичным для КМЦ, однако при заболеваниях сердца происходит изменение 
содержания изоформ миозина (59). При сердечной недостаточности активируются гены, 
характерные для стадий эмбрионального развития, такие как гены предсердного 
натрийуретического фактора ANF, βMHC и скелетного актина (58, 60), при этом экспрессия 
некоторых генов, таких как ген αMHC и SERCA2a, напротив, снижается (60). При помещении 
КМЦ в культуру in vitro они начинают экспрессировать множество изоформ белков, 
характерных для стадий эмбрионального развития, таких как гладкомышечный α-актин, β-
MHC и ANF (61, 62). В связи с этим результаты, полученные на основании таких 
нестабильных маркеров, следует интерпретировать с осторожностью (63).  

Еще одним, широко используемым маркером кардиомиоцитарной дифференцировки 
является сердечный тропонин T (cTnT) (64). Однако, было показано, что cTnT также 
экспрессируется и в других клетках, таких как гладкомышечные клетки (50), что ограничивает 
возможность его использования в качестве маркера КМЦ. На сегодняшний день 
единственным надежным критерием дифференцировки КМЦ можно считать соотношение 
изоформ сердечного тропонина I. В миокарде у всех млекопитающих встречаются две 
изоформы тропонина I (TnI), которые кодируются двумя отдельными генами и 
последовательно экспрессируются в ходе развития сердца млекопитающих in vivo (59, 65). 
Ген медленного скелетного тропонина I (ssTnI) TNNI1 экспрессируется в саркомерах 
эмбриональных КМЦ. На поздних стадиях эмбрионального развития или на ранних стадиях 
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постнатального развития его экспрессия подавляется, и происходит активация гена 
«взрослого» сердечного тропонина I (cTnI) TNNI3. Таким образом, в зрелом миокарде 
выявляется только белок cTnI с полным отсутствием ssTnI (56, 59). Важно, что стресс и 
патологические состояния не оказывают влияния на динамику экспрессии изоформ ssTnI и 
cTnI (59) в отличие от обратимых маркеров кардиомиоцитарной дифференцировки, которые 
чаще всего используются исследователями в настоящее время (60). Результаты анализа 
соотношения изоформ тропонина ssTnI и cTnI показали, что их экспрессия в культуре 
неонатальных КМЦ грызунов, а также КМЦ мышей, полученных из ЭСК, сравнима с паттерном 
их экспрессии in vivo.  

В случае дифференцировки из человеческих иПСК созревание КМЦ существенно 
запаздывает по сравнению с созреванием клеток в ходе нормального развития сердца, при 
этом cTnI составляет только 2% от общего тропонина I даже через 9,5 месяцев 
культивирования (51). Интересно, что в отличие от результатов Вестерн-блоттинга данные 
иммунофлуоресцентного анализа показывают значительное количество cTnI в саркомерах 
дифференцированных клеток (66). Такие результаты указывают на неприемлемость 
использования данных иммунофлуоресцентного окрашивания клеток для количественной 
оценки этого маркера созревания КМЦ (51).  

Таким образом, несмотря на то, что многие авторы описывают получение большого 
количества КМЦ в результате дифференцировки, способы оценки дифференцированных 
клеток, как правило, являются неоднозначными, и реальное количество функционально 
активных КМЦ оказывается намного меньше. Например, авторы, описывающие получение из 
ЭСК человека культуры, содержащей 82-95% КМЦ, идентифицировали дифференцированные 
клетки по экспрессии транскрипционных факторов, а также по их окраске на сердечный 
тропонин T, при этом из описания результатов исследования следует, что сокращения 
наблюдались лишь в некоторых участках культуры (67). В другой работе, несмотря на 
выявление в клетках различных кардиоспецифичных маркеров, сокращающиеся КМЦ 
полностью отсутствовали (66). Авторы еще одного исследования наблюдали спонтанные 
сокращения всего у 1% - 2% клеток от общей популяции, в то время как у значительно 
большего количества клеток были выявлены такие маркеры, как MHC, сердечный тропонин I 
(TNNI3) и α-актинин (37). 
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Дифференцировка КМЦ in vivo.  
Несмотря на низкую эффективность известных на сегодняшний день методов получения 

дифференцированных КМЦ, они широко применяются в условиях in vivo. По данным разных 
авторов, трансплантация стволовых клеток в поврежденную зону сердца часто приводит к 
положительному результату. Однако в связи с неоднозначностью оценки дифференцировки 
трансплантированных клеток и их участия в процессе регенерации поврежденной области 
миокарда мнения ученых о роли этих клеток различаются. В то время как некоторые 
исследователи считают, что благоприятный эффект, наблюдаемый при введении стволовых 
клеток в сердце, обусловлен их дифференцировкой в КМЦ, большинство все же объясняет 
его высвобождением растворимых факторов, которые опосредуют восстановление сердца и 
образование сосудов (68). В то же время, методы перепрограммирования немышечных клеток 
сердца в КМЦ in vivo показывают хорошие результаты. Так, например, было показано, что 
перепрограммированные in vivo фибробласты в КМЦ мыши являются более зрелыми по 
сравнению с клетками, полученными in vitro, и их введение в поврежденный миокард приводит 
к значительному уменьшению рубца после инфаркта и улучшению функции сердца (69). 
Таким образом, методы дифференцировки, в частности, из фибробластов, даже при низкой 
эффективности получения КМЦ могут приводить к положительным результатам in vivo и в 
связи с этим имеют меньше ограничений по сравнению с методами получения КМЦ in vitro. 

Заключение.  
Методы дифференцировки в кардиомиоцитарном направлении считаются довольно 

перспективными с точки зрения регенеративной медицины и их применения in vivo. Однако 
использование дифференцированных КМЦ in vitro для фундаментальных, а также прикладных 
исследований (например, для тестирования возможных лекарственных средств) пока еще 
ограничено в связи с отсутствием стандартного метода получения гомогенной культуры 
зрелых функционально активных КМЦ. Несмотря на существенные достижения в изучении 
механизмов дифференцировки КМЦ в ходе эмбриогенеза, пока еще мало известно о 
сигнальных путях и макромолекулах, играющих ключевую роль в процессе дифференцировки 
КМЦ в системе in vitro. Более детальное изучение особенностей дифференцировки клеток в 
культуре, а также факторов, влияющих на этот процесс, может приблизить исследователей к 
созданию более эффективных методов получения дифференцированных КМЦ, а также 
способов их оценки.  
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МЕТОДОЛОГИЧЕСКИЕ ПОДХОДЫ СОЗДАНИЯ ТКАНЕИНЖЕНЕРНЫХ КОНСТРУКЦИЙ 

ДЛЯ ВОССТАНОВЛЕНИЯ ДЕФЕКТОВ КОСТНОЙ И ХРЯЩЕВОЙ ТКАНЕЙ 
 (ОПЫТ ИНСТИТУТА ЦИТОЛОГИИ РАН) 

С.А.Александрова1, Ю.А.Нащекина1,2, Н.В.Цупкина1 

1ФГБУН «Институт цитологии» РАН, Санкт-Петербург, alekssvet2205@gmail.com, 

 2ФГАОУ ВО «Санкт-Петербургский политехнический университет Петра Великого» 
 
В статье изложен краткий обзор методологических подходов к созданию тканеинженерных 

конструкций для восстановления дефектов костной и хрящевой тканей, разрабатываемых 
сотрудниками Института цитологии РАН. Определены условия, необходимые для адгезии и 
роста мультипотентных мезенхимных стромальных клеток костного мозга кролика на 
матриксах различной природы (коллаген I типа, деминерализованный костный матрикс, 
поли(L,L)-лактид, биоситалл), отработаны способы совмещения клеток и трехмерных 
носителей, проведены испытания полученных тканеинженерных конструкций на 
лабораторных животных, показавшие возможность их применения в клинике. 

Ключевые слова: мультипотентные мезенхимные стромальные клетки костного мозга, 
остеогенная и хондрогенная дифференцировка, коллаген I типа, деминерализованный 
костный матрикс, биоситалл, поли(L,L)-лактид, тканеинженерные конструкции.  
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