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Цель исследования: оценить влияние трансплантации тканеинженерных конструкций (ТИК) на 
основе пластов мезенхимальных стромальных клеток (МСК) при инфаркте миокарда на активацию 
эпикардиального пула клеток и васкуляризацию зоны повреждения. 

Материалы и методы. МСК получили из образцов подкожной жировой клетчатки крыс линии 
Wistar и мышей линии C57Bl/6. ТИК получили путем культивирования пластов клеток на чашках с 
термочувствительным покрытием (Nunc Dishes with UpCell Surface). Трансплантацию ТИК проводили 
после моделирования инфаркта миокарда у крысы путем перевязки передней нисходящей коронар-
ной артерии. Оценку состояния клеток трансплантата и зоны повреждения проводили с использо-
ванием иммунофлуоресцентного окрашивания криосрезов миокарда. Для оценки влияния продук-
тов секреции МСК на миграционную активность клеток эпикарда in vitro использовали метод 
эксплантной культуры.  

Результаты. МСК в составе ТИК после трансплантации сохраняют жизнеспособность и вызывают 
активацию эпикардиального пула клеток и локальное повышение васкуляризации зоны поврежде-
ния. Эксперименты in vitro показали, что кондиционированная среда МСК оказывает стимулирующее 
воздействие на миграционную активность клеток эпикарда и вызывает образование активирован-
ных Wt1/POD1 клеток-предшественниц. 
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Заключение. Трансплантация ТИК на основе пластов МСК представляется рациональным под-
ходом для эффективной доставки жизнеспособных клеток в миокард с целью активирующего воз-
действия на эпикардиальную клеточную нишу и репаративный ангиогенез. 
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Aim: to evaluate the impact of tissue-engineered structures (TES) transplantation based on mesenchymal 

stromal cell (MSC) sheets in myocardial infarction on the activation of the epicardial cell pool and vascular-
ization of the damaged zone. 

Materials and methods. Mesenchymal stromal cells were obtained from samples of subcutaneous fat of 
Wistar rats and C57Bl/6 mice. Tissue engineering structures were obtained by culturing cell sheets on ther-
mosensitive plates (Nunc Dishes with UpCell Surface). Transplantation of TESs was performed after myocardial 
infarction modeling in rats by ligation of the anterior descending coronary artery. Transplant cells and damaged 
zones were assessed using immunofluorescent staining of myocardial cryosections. The impact of MSC secre-
tion products on the migration activity of epicardial cells in vitro was evaluated using the explant culture 
method.  

Results. MSCs in TESs after transplantation remain viable and induce activation of the epicardial cell pool 
and local increase of the damaged zone vascularization. The in vitro experiments showed that the conditioned 
environment of MSCs stimulates the migratory activity of epicardial cells and initiates the formation of acti-
vated Wt1/POD1 precursor cells. 

Conclusion. TES transplantation on the basis of MSC sheets seems to be a promising approach for effective 
delivery of viable cells into myocardium to activate the epicardial cellular niche and reparative angiogenesis. 
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Введение 
Высокоэффективные процессы репара-

тивной регенерации миокарда характерные для 
низших позвоночных и рыб, крайне слабо пред-
ставлены у млекопитающих, что не позволяет 
миокарду полноценно восстанавливаться при 
обширных повреждениях и лежит в основе раз-
вития многих кардиологических заболеваний. 
Современная медицина не имеет в своем арсе-
нале средств, позволяющих восстановить утра-
ченные в результате патологических процессов 
клетки сердца. Решение этой проблемы лежит 
в области раскрытия эндогенных механизмов, 
регулирующих процессы репаративной регене-
рации в сердце, и создания на этой основе 
новых технологий для их стимуляции. В послед-
ние годы значительное внимание исследовате-
лей привлекает эпикард и его роль в репарации 
миокарда после инфаркта. Показано, что клет-
ки мезотелия эпикарда активируются под дей-
ствием сигналов из поврежденного миокарда, 
вступают в эпителиально-мезенхимальный 
переход (ЭМП), а образующиеся мезенхималь-
ные прогениторные клетки эпикарда мезенхи-
мального фенотипа дифференцируются в глад-
комышечные клеток и перициты сосудов, 
способствуя восстановлению васкуляризации, 
а также в фибробласты, участвующие в форми-
ровании рубца [1]. Помимо этого, участие эпи-
карда в репарации сердца осуществляется 
посредством паракринных влияний, в частно-
сти, секреции факторов роста, прежде всего, 

Introduction  
Highly effective reparative myocardial regen-

eration, typical for lower vertebrates and fish, is ex-
tremely poorly represented in mammals, which 
does not allow the myocardium to fully recover 
from extensive damage and underlies various heart 
diseases. Nowadays, contemporary medicine does 
not possess the necessary tools to restore the heart 
cells lost due to pathological processes. The prob-
lem solution lies in the discovery of endogenous 
mechanisms regulating the reparative regeneration 
in the heart and creation of new technologies for 
their stimulation.  

In recent years, the epicardium and its role in 
myocardial repair after infarction have attracted 
considerable attention. The epicardial mesothelial 
cells were shown to be activated by signals from the 
damaged myocardium, enter the epithelial-mes-
enchymal transition (EMT), while the resulting 
mesenchymal progenitor epicardial cells of the 
mesenchymal phenotype differentiated into 
smooth muscle cells and vascular pericytes, pro-
moting restored vascularization, as well as into fi-
broblasts involved in the scar formation [1]. In ad-
dition, the epicardium participates in cardiac repair 
through paracrine effects, in particular, the secre-
tion of growth factors, primarily FGF, and follis-
tatin-like protein-1, which suppresses apoptosis of 
cardiomyocytes and stimulates their proliferation 
[2]. In this context, the search for ways to stimulate 
epicardial activation seems to be a promising strat-
egy for promoting endogenous reparation and re-
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FGF, и фоллистатин подобного белка — 1, 
подавляющего апоптоз кардиомиоцитов и сти-
мулирующего их пролиферацию [2]. В связи с 
этой ролью эпикарда поиск способов стимуля-
ции его активации представляется перспектив-
ной стратегией стимуляции эндогенных репара-
тивных и регенеративных процессов в сердце. В 
этом направлении особый интерес представ-
ляет изучение эффектов локальной эпикарди-
альной транплантации простейших тканеинже-
нерных конструкций, состоящих из пластов 
клеток (англ. cell sheets) — своеобразных «кле-
точных заплаток», состоящих из многослойных 
клеточных структур в комплексе с наработан-
ным ими же внеклеточным матриксом. Клетки 
после трансплантации в виде таких конструк-
ций сохраняют жизнеспособность и за счет 
паракринной активности и высвобождения 
внеклеточных везикул моделируют микроокру-
жение и генерируют сигналы, активирующие 
регенеративную программу в окружающих 
клетках. Наши ранние исследования и работы 
других научных групп показали безопасность 
такого вида клеточной терапии, возможность 
полной интеграции имплантата в ткань сердца, 
обеспечение длительной жизнеспособности 
клеток и положительное влияние на репаратив-
ные процессы в постинфарктном сердце [3–5]. 
Однако механизм такого терапевтического воз-
действия остается малоизученным. Нами было 
выдвинуто предположение, что транспланта-
ция пластов мезенхимальных стромальных кле-
ток (МСК) жировой ткани на поверхность серд-
ца может активировать пул эпикардиальных 
клеток-предшественниц, которые путем вступ-
ления в эпителиально-мезенхимальный пере-
ход (ЭМП) и последующей дифференцировки, а 
также с помощью паракринных механизмов 
участвуют в репаративных процессах. 

Цель исследования — оценить влияние 
трансплантации тканеинженерных конструк-
ций (ТИК) на основе пластов мезенхимальных 
стромальных клеток (МСК) при инфаркте мио-
карда на активацию эпикардиального пула 
клеток и васкуляризацию зоны повреждения. 

Материал и методы 
Выделение и культивирование МСК жировой 

клетчатки крысы и мыши. МСК крысы были выде-
лены из образцов подкожной жировой клетчатки 
крысы линии Wistar возрастом 12 недель в соответ-
ствии с методом, описанном ранее [3]. Жировую 
ткань измельчали до размера 1–2 мм и обрабаты-
вали раствором коллагеназы I (200 ед/мл), («Sigma», 
США) и диспазы (30 ед/мл), («Thermo Fisher Scientific 
Inc», США) в течение 1 часа при 37°С, затем центри-
фугировали при 200 g, 10 минут, осажденные клетки 
ресуспендировали и пропускали через нейлоновое 
сито («BD Bioscience», США) c диаметром пор 40 мкм. 
Профильтрованную суспензию центрифугировали 

generation in the myocardium. In this area, study-
ing the effects of local epicardial transplantation of 
elementary tissue-engineered structures composed 
of cell sheets, a kind of «cell patch» consisting of 
multilayer cell structures in combination with the 
extracellular matrix produced by them, is of partic-
ular interest. Cells embedded into this structure 
after transplantation remain viable and due to 
paracrine activity and release of extracellular vesi-
cles model microenvironment and generate signals 
activating the regeneration program in adjacent 
cells. Our early studies and the works of other sci-
entific groups have shown the safety of this type of 
cell therapy, their complete integration into the 
heart tissue, ensuring the long-term viability of 
cells and a positive impact on reparation in the 
post-infarction myocardium [3–5]. However, the 
mechanism of this therapeutic effect remains 
poorly understood. We have suggested that the 
transplantation of mesenchymal stromal cells 
(MSCs) sheets from adipose tissue to the heart sur-
face may activate a pool of epicardial precursor 
cells participating in reparation by entering the ep-
ithelial-mesenchymal transition (EMT) with fur-
ther differentiation, as well as through paracrine 
mechanisms. 

This study aimed at assessment of impact of 
tissue engineering structures (TES) based on mes-
enchymal stromal cell (MSC) sheets transplanta-
tion in myocardial infarction on activation of the 
epicardial cell pool and the vascularization of the 
damaged area. 

Materials and Methods 
Separation and cultivation of MSCs of subcuta-

neous fatty tissue in rats and mice. The MSCs in 12-week 
Wistar rats were isolated from samples of subcutaneous 
fatty tissue in accordance with the previously described 
technique [3]. The fatty tissue was crushed to particles 
sized 1–2 mm and then treated with collagenase I solu-
tion (200 units/ml) («Sigma», Thermo Fisher Scientific 
Inc. (USA)) for 1 hour at 37°C, then centrifuged at 200 g 
for 10 minutes, with the precipitated cells resuspended 
and passed through a nylon sieve (BD Bioscience, USA) 
with a pore diameter of 40 µm. A filtered suspension was 
centrifuged at 200g for 10 min. Cellular precipitate was 
resuspended in an adipose MSC growth medium 
DMEM-F12 («Gibco», USA)/10% CFS (calf fetal serum) 
(«ATCC», USA), then placed on Petri dishes and cultured 
under standard conditions (5% CO2, 37°C). The next day, 
loose cells and red blood cells were washed and the 
medium was replaced. Then, the medium was changed 
every 2–3 days. Upon reaching 70% of the monolayer, the 
cells were split 1:3 using 0.05% trypsin solution/0.02% 
EDTA (PanEco, Russia). The cells used in the experiments 
were not older than 4 passages. A culture of adipose 
MSCs from mice C57BL/6 was obtained using a similar 
protocol. 

Obtaining a conditioned MSC medium. Murine 
MSCs (3rd passage, 2�106 cells/plate) were transferred 
and aliquoted in 2 plates with an area of 55 cm2 in DMEM 
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при 200 g, 10 мин. Клеточный осадок ресуспендиро-
вали в среде для культивирования мезенхимальных 
стволовых клеток жировой ткани DMEM-F12 
(«Gibco», США)/10% ФТС (фетальная сыворотка те-
ленка), («ATCC», США), высаживали на культураль-
ные чашки Петри и культивировали в стандартных 
условиях (5% CO2, 37°C). На следующий день отмы-
вали не прикрепившиеся клетки и эритроциты, 
среду заменяли на свежую. Далее, проводили смену 
среды каждые 2–3 дня. При достижении 70% моно-
слоя клетки рассаживали в соотношении 1:3 с ис-
пользованием 0,05% раствора трипсина/0,02% ЭДТА 
(«ПанЭко», Россия). В экспериментах использовали 
клетки не старше 4 пассажа. Получение культуры 
МСК жировой ткани мыши линии C57BL/6 прово-
дили по сходному протоколу. 

Получение кондиционированной среды МСК. 
МСК мыши 3-го пассажа (2�106 клеток/чашку) вы-
саживали на 2 культуральные чашки площадью 55 
см2 в среду DMEM («Invitrogen», США), содержавшей 
10% ФТС, по 100 Ед/мл пенициллина и стрептоми-
цина, 2 мМ L-глутамина. На следующий день чашки 
дважды промывали фосфатно-солевым буфером и 
добавляли по 10 мл среды DMEM («Invitrogen») без 
добавок. Далее, первую чашку инкубировали в усло-
виях нормоксии (21% O2, 5% СО2), в вторую в усло-
виях гипоксии (1% O2, 5% СО2) при 37°С в течение 48 
часов. Затем профильтрованную среду центрифуги-
ровали при 300 g в течение 10 мин и хранили при 
–70°С. 

Исследования влияния кондиционированной 
среды МСК на миграцию эпикардиальных клеток 
из эксплантов. Сердце неонатальной мыши C57BL/6 
(2 дня после рождения) иссекали, измельчали с по-
мощью скальпеля под контролем микроскопа до 
размера кусочков 2 мм и высаживали (эпикардиаль-
ным слоем к поверхности) на культуральные чашки, 
покрытые 1% желатином в одну из нижеуказанных 
сред: а) контрольная среда (DMEM («Invitrogen») без 
добавок); б) среда МСК, предкультивированных в 
условиях гипоксии; в) среда МСК, предкультивиро-
ванных в условиях нормоксии. Культивирование 
эксплантной культуры проводили в течение 72 часов. 
Фиксацию изображений проводили с помощью мик-
роскопа Zeiss Axiovert 200 M («Carl Zeiss», Германия), 
количественный подсчет клеток эпикарда выпол-
нялся с помощью программы Imaje J software («Na-
tional Institute of health», США).  

Характеристика иммунофенотипа эпикарди-
альных клеток in vitro. Анализ иммунофенотипа 
клеток эксплантной культуры проводили с помощью 
иммуноцитохимии. Клетки окрашивали антителами 
к маркерам Wt1 («Abcam», США), POD1 («Santa Cruz», 
США), бета катенин («Abcam», США) в течение 1 часа, 
затем промывали и окрашивали антителами, конъю-
гированными с AlexaFluor488 («Invitrogen», США, 
1:800, 1 ч при 37°C). Для визуализации актинового 
цитоскелета проводили дополнительное окрашива-
ние фаллоидином, конъюгированным с красителем 
Alexa Fluor™ 594 («Thermo Fisher Scientific Inc», США, 
1:200, 20 минут при 37°C). Ядра клеток окрашивали с 
помощью DAPI (4′,6-Diamidine-2′-phenylindole dihyd-
rochloride («Sigma», США). 

Получение ТИК на основе пластов МСК. Для 
получения клеточных пластов МСК высевали в тер-

(«Invitrogen», USA), containing 10% calf fetal serum 
(CFS), 100 U/ml of penicillin and streptomycin, 2 mM L-
glutamine. The next day, the plates were washed twice 
with phosphate buffered saline (PBS), and 10 ml of 
DMEM («Invitrogen») were added without any additives. 
Then, the first plate was incubated in normoxia (21% O2, 
5% O2), the second one was incubated in hypoxia (1% O2, 
5% O2) at 37°C for 48 hours. Then the filtered medium 
was centrifuged at 300 g for 10 min and stored at -70°C. 

Influence of the conditioned MSC medium on mi-
gration of epicardial cells from explants. The hearts of 
neonatal mice C57BL/6 (2 days after birth) was dissected 
and minced with a scalpel under the microscope to 
pieces sized 2 mm and seeded (with the epicardial layer 
facing surface) on plates pre-covered with 1% gelatin in 
one of the following media: a) control medium (DMEM 
(«Invitrogen») without additives); b) medium harvested 
from MSCs pre-cultivated in hypoxia condition; c) 
medium of MSCs pre-cultivated in normoxia. The ex-
plant culture was cultivated for 72 hours. Images were 
obtained using the Zeiss Axiovert 200 M microscope 
(«Carl Zeiss», Germany), and the quantitative calculation 
of epicardial cells was done using the ImageJ software 
(«National Institutes of Health», USA).  

In vitro characteristics of the epicardial cell im-
munophenotype. Immunophenotype analysis of explant 
culture cells was performed by immunocytochemistry. 
The cells were stained with antibodies to Wt1 («Abcam», 
USA), POD1 («Santa Cruz», USA) and beta catenin 
(«Abcam», USA) markers for 1 hour, then washed and 
stained with secondary antibodies conjugated with Alex-
aFluor 488 («Invitrogen», USA, 1: 800, 1 h at 37°C). To visu-
alize the actin cytoskeleton, additional staining with Alexa 
Fluor™ 594 dye-conjugated phalloidin was performed 
(Thermo Fisher Scientific Inc, USA, 1:200, 20 minutes at 
37°C). Cell nuclei were stained with DAPI (4′,6-Diamidine-
2′-phenylindole dihydrochloride) («Sigma», USA). 

Obtaining TESs from MSC sheets. In order to ob-
tain cellular sheets, MSCs were seeded into heat-sensitive 
plates (300,000 cells/cm2) Nunc Dishes with UpCell Sur-
face («Thermo Scientific», USA). MSCs were pre-methy-
lated with fluorescent membrane dye (PKH26 Red Fluo-
rescent Cell Linker Kit for General Cell Membrane 
Labeling dye («Sigma», USA). The cells were cultivated for 
72 h in the DMEM/F12 medium (Invitrogen, USA) con-
taining 10% CFS, 100 U/ml penicillin and streptomycin, 
2 mM L-glutamine. To detach the cellular sheets, the 
plates were placed on a refrigerant and incubated at 
room temperature. Cellular sheets were transferred using 
a low-adhesion membrane («Thermo Scientific», USA).  

The characteristics of cell sheets based on MSCs. 
Frozen TES cryosections were fixed with 3.7% 
paraformaldehyde (20 minutes at 37°C) and washed with 
a PBS. Myocardial sections were blocked with a solution 
containing 1% bovine serum albumin (BSA) and 10% 
donor serum of second antibodies in PBS (30 min). After 
that, the cryosections were stained with antibodies to Ki-
67 markers (Abcam, USA), cleaved caspase-3 (Cell Signal-
ing Technology, USA), and connexin 43 (ThermoFisher 
Scientific), USA), collagen I («Bio-Rad», USA), fibronectin 
(«Abcam», USA) for 1 hour, then were washed and 
stained with antibodies conjugated with Alexa Fluor™ 
488 («Invitrogen», USA, 1:800, 1 h at 37°C). The cell nuclei 
were stained with DAPI. Estimation of the number of nu-
clei per unit of area, diameter and thickness of TESs was 
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мочувствительные культуральные чашки (300 000 
клеток/см2) Nunc Dishes with UpCell Surface («Thermo 
Scientific», США). Предварительно МСК метили 
флуоресцентным мембранным красителем (PKH26 
Red Fluorescent Cell Linker Kit for General Cell Mem-
brane Labeling dye («Sigma», США)). Клетки культиви-
ровали в течение 72 ч в среде DMEM/F12 («Invitro-
gen», США), содержавшей 10% ФТС, по 100 Ед/мл 
пенициллина и стрептомицина, 2 мМ L-глутамина. 
Для открепления клеточных пластов культуральные 
чашки помещали на хладагент и инкубировали при 
комнатной температуре. Перенос клеточных пла-
стов осуществляли с помощью низкоадгезионной 
мембраны («Thermo Scientific», США).  

Характеристика пластов клеток на основе 
МСК. Замороженные криосрезы ТИК фиксировали 
3,7% параформальдегидом (20 минут при 37°C) и про-
мывали фосфатно-солевым буфером (ФСБ). Срезы 
миокарда блокировали раствором, содержащим 1% 
бычьего сывороточного альбумина (БСА), 10% сыво-
ротки донора вторых антител в ФСБ (30 мин). После 
этого криосрезы окрашивали антителами к марке-
рам Ki-67 («Abcam», США), активированной каспазе-3 
(cleaved caspase-3), («Cell signaling», США), коннексину 
43 («ThermoFisher Scientific», USA), коллагену I («Bio-
Rad», USA), фибронектину («Abcam», USA) в течение 
1 часа, затем промывали и окрашивали антителами, 
конъюгированными с Alexa Fluor™ 488 («Invitrogen», 
США, 1:800, 1 ч при 37°C). Ядра клеток окрашивали с 
помощью DAPI. Оценку количества ядер на единицу 
площади, диаметра и толщины ТИК проводили с по-
мощью микроскопа Zeiss Axiovert 200 M («Carl Zeiss», 
Германия) и программного обеспечения Axiovision 
3.1 («Carl Zeiss», Германия).  

Моделирование инфаркта миокарда (ИМ) и 
трансплантация ТИК. Эксперименты по трансплан-
тации ТИК проводили на самцах крыс линии Wistar, 
приобретенных в питомнике лабораторных живот-
ных «Пущино» (Пущино, Россия). Эвтаназию крыс 
проводили после ингаляционной наркотизации 
Изофлюраном методом дислокации шейного отдела 
позвоночника. Все необходимые манипуляции вы-
полняли в соответствии с Директивой ЕС 2010/63 / 
ЕС по экспериментам на животных и были одоб-
рены этическим комитетом института (Националь-
ный центр медицинских исследований кардиоло-
гии, разрешение № 385.06.2009). Инфаркт миокарда 
был индуцирован путем перевязки передней нисхо-
дящей коронарной артерии у крыс Wistar с помо-
щью способа, описанного ранее [6]. Эксперимен-
тальных животных разделили на 2 группы: 1) 
контрольная группа; 2) группа эпикардиальной 
трансплантации ТИК. Для последующей оценки 
пролиферативной активности клеток в составе 
трансплантированной ТИК использовали раствор 
БРДУ (бромдезоксиуридина) в ФСБ (10 мг/мл), кото-
рый вводили интраперитонеально (200 мкл, 1 раз в 
сутки). Эвтаназию животных выполнили через 5 
дней после трансплантации клеточных пластов. 

Гистологическая оценка состояния клеток 
трансплантата и васкуляризации. Замороженные 
криосрезы миокарда фиксировали 3,7% парафор-
мальдегидом (20 минут при 37°C) и промывали ФСБ. 
Срезы миокарда блокировали раствором, содержа-
щим 1% БСА, 10% сыворотки донора вторых антител 

done using the Zeiss Axiovert 200 M microscope («Carl 
Zeiss», Germany) and Axiovision 3.1 software («Carl 
Zeiss», Germany).  

Myocardial infarction (MI) modelling and TES 
transplantation. TES transplantation experiments were 
carried out on male Wistar rats purchased in the labora-
tory animal nursery «Pushchino» (Pushchino, Russia). 
The rats were euthanized after Isoflurane inhaled anes-
thesia by cervical spine dislocation. All the necessary ma-
nipulations were performed in accordance with the EU 
Directive 2010/63/EU on animal experimentation and 
were approved by the Institute's Ethical Committee (Na-
tional Center for Cardiology Medical Research, Resolu-
tion No. 385.06.2009). Myocardial infarction was induced 
by ligating the anterior descending coronary artery in 
Wistar rats using the technique described earlier [6]. The 
experimental animals were divided into 2 groups: 1) con-
trol group; 2) epicardial TES transplantation group. For 
further evaluation of the cell proliferation in the trans-
planted TES, a BDU (bromodeoxyuridine) solution in 
PBS (10 mg/ml) was used, which was injected intraperi-
toneally (200 µl, once a day). The animals were eutha-
nized 5 days after the cell sheet transplantation. 

Histological assessment of transplant cells and 
vascularization. Frozen myocardial cryosections were 
fixed with 3.7% paraformaldehyde (20 minutes at 37°C) 
and washed by FSB. Myocardial sections were blocked 
with a solution containing 1% BSA and 10% serum of the 
second antibody donor in PBS (30 min). The cryosections 
were then stained with antibodies to BDU markers (R&D, 
USA), Ki-67 (Abcam, USA), Wt1 (Abcam, USA), Pecam 
(CD31) (Becton Dickinson, USA) for 1 hour, then washed 
and stained with antibodies conjugated with Alexa 
Fluor™ 488 (Invitrogen, USA, 1:800, 1 h at 37°C).  

Vascular network density analysis under the TES 
transplant area was performed by counting CD31-posi-
tive structures. The data were presented as the number 
of vessels per vision field. 

Microscopy and image analysis. Myocardial cells 
and cryosections were studied using the Zeiss Axiovert 
200 M fluorescent microscope («Carl Zeiss», Germany) 
and Axiovision 3.1 software («Carl Zeiss», Germany). 

Statistical data analysis. Data were presented as 
average ± SD. Statistical significance was assessed using 
the Mann–Whitney test and Statistica 8.0 software pack-
age (Statsoft, USA). 

Results and Discussion 
Cell integration and survival after transplan-

tation are the key factors ensuring cellular function 
and reparation, which determines the efficacy of 
cell therapy. To deliver these characteristics, cell 
sheet-like structures have been developed consist-
ing of cell sheets in combination with the extracel-
lular matrix proteins they produce (Fig. 1). The 
sheets showed a high level of cell compactization 
(722±198 cells/ 100 µm2), which corresponds to the 
cell organization density within the native/intact 
myocardium (502±112 cells/100 µm2). The struc-
ture was a multilayer system consisting of 11–14 
layers of cells interacting through connexin-43 con-
taining gap junctions and surrounded by extracel-
lular matrix proteins (collagen I and fibronectin). 
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в ФСБ (30 мин). После этого криос-
резы окрашивали антителами к 
маркерам БРДУ («R&D», США), Ki-
67 («Abcam», США), Wt1 («Abcam», 
США), Pecam (CD31) («Becton Dic-
kinson», США), в течение 1 часа, 
затем промывали и окрашивали 
антителами, конъюгированными 
с Alexa Fluor™ 488 («Invitrogen», 
США, 1: 800, 1 ч при 37°C).  

Анализ плотности сосудистой 
сети под областью трансплантации 
ТИК проводили путем подсчета 
CD31-позитивных структур. Дан-
ные представили в формате коли-
чество сосудов в поле зрения. 

Микроскопия и анализ 
изображений. Анализ клеток и 
криосрезов миокарда проводили 
с использованием флуоресцент-
ного микроскопа Zeiss Axiovert 200 
M («Carl Zeiss», Германия) и про-
граммного обеспечения Axiovision 
3.1 («Carl Zeiss», Германия). 

Статистический анализ 
данных. Данные представили в 
формате среднее ± SD. Статисти-
ческую оценку достоверности раз-
личий проводили с использова-
нием теста Манна–Уитни и 
программного пакета Statistica 8.0 
(«Statsoft», США). 

Результаты  
и обсуждение 

Интеграция, выживаемость 
клеток после трансплантации 
является ключевыми фактора-
ми, обеспечивающими функцио-
нирование клеток, выполнение репаративных 
функций, что определяет эффективность клеточ-
ной терапии. Для обеспечения этих характеристик 
были разработаны конструкции (по типу «cell 
sheet»), состоящие из пластов клеток в комбина-
ции с белками внеклеточного матрикса, который 
они нарабатывают (рис. 1). Показали, что в составе 
пластов отмечается высокий уровень компактиза-
ции клеток (722±198 клеток/ 100 мкм2), который 
соотносится с плотностью организации клеток в 
составе нативного/неповрежденного миокарда 
(502±112 клеток/100 мкм2). Конструкция представ-
ляла собой многослойную структуру, состоящую 
из 11–14 слоев клеток, взаимодействующих через 
коннексин-43 содержащие щелевые контакты и 
окруженные белками внеклеточного матрикса 
(коллаген I и фибронектин). Средний диаметр 
сформированного пласта составлял 1,25±0,09 см, 
а толщина — 94,4±12 мкм. 

Трансплантация сформированной кон-
струкции после ИМ приводило к ее адгезии к 
наружной эпикардиальной поверхности сердца 
и интеграции в ткань миокарда (рис. 2). Пока-

The average diameter of the resulting sheet was 
1.25±0.09 cm, and its thickness was 94.4±12 µm. 

Transplantation of the elaborated structure 
after MI resulted in its adhesion to the external epi-
cardial surface of the heart and its integration into 
the myocardial tissue (Fig. 2). The cells in the struc-
ture were shown to remain viable, as evidenced by 
the positive staining for BDU and Ki67 markers. In 
5 days after the transplantation, there was a signifi-
cant increase in the thickness of the subepicardial 
layer including Wt1+ cells consistent with the acti-
vated epicardial cells. Quantitative analysis showed 
that the average number of Wt1+ cells and their dis-
tribution area in the myocardium was significantly 
higher in the transplantation group in comparison 
with the control group (192±82 and 43±36 cells per 
vision field; 191.822±21.346 vs 45.117±30.812 µm2 
(P<0.05), respectively). In addition, the length of the 
«cellular pathway» from the external heart surface 
to the localization zone of Wt1 cells in the cell sheet 
transplantation group was significantly longer than 
in the control group, which indicates a more signifi-
cant cell migratory activity in the underlying my-

Рис. 1. Характеристика клеточных пластов на основе МСК. 
Fig. 1. Features of MSC-based cell sheets. 
Note. The representative images of cellular sheet sections stained with antibodies to 
Ki67 (a, green) proliferation markers and extracellular matrix proteins such as fi-
bronectin (b, red) and collagen 1 (c, green). Cell nuclei are stained with DAPI. 
Примечание. Репрезентативные изображения окрашивания срезов пластов 
клеток антителами к маркерам пролиферации Ki67 (a, зеленый), белкам внекле-
точного матрикса: фибронектин (b, красный) и коллаген 1 (c, зеленый). Ядра кле-
ток окрашены DAPI. 
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зали, что клетки в составе конструкции сохра-
няют жизнеспособность, о чем свидетельство-
вало положительное окрашивание на маркеры 
БРДУ и Ki67. Обнаружили, что через 5 дней 
после трансплантации отмечалось значитель-
ное увеличение толщины субэпикардиального 
слоя, в составе которого располагались Wt1+ 
клетки, характеризующие активированные 
клетки эпикарда. Количественный анализ 
показал, среднее количество Wt1+ клеток, а 
также площадь их распределения в миокарде 
была значительно выше в группе транспланта-
ции, в сравнении с контрольной группой 
(192±82 и 43±36 клеток в поле зрения; 
191822±21346 и 45117±30812 мкм2 (р<0,05), соот-
ветственно). Кроме того, длина «клеточного 
пути» от наружной поверхности сердца до зоны 
локализации Wt1 клеток в группе с трансплан-
тацией клеточных пластов была значительно 
больше, чем в контроле, что указывает на более 
выраженную миграционную активность кле-
ток в подлежащие слои миокарда (212±39 и 
53±34 мкм (р<0,05), соответственно). Учитывая 
наличие признаков активации клеток эпикарда 
после трансплантации клеточных пластов, 
провели исследования in vitro для оценки 
влияния продуктов секреции МСК на мигра-
ционную активность эпикардиальных проге-
ниторных клеток. Выявили, что воздействие 
среды культивирования МСК существенно уве-
личивало количество образованных эпикарди-
альных клеток и их миграционную активность 
(рис. 3). Статистически значимых различий по 
числу клеток эксплантной культуры, образо-
ванных под действием среды МСК, культиви-
рованных в нормоксических и гипоксических 
условиях, не выявили. Клетки экспланта 
имели «cobblestone» морфологию и характери-
зовались экспрессией транскрипционных фак-
торов (Wt1 и POD1) — маркеров активации кле-
ток эпикарда, что указывало на их 
эпикардиальную принадлежность. Обращало 
внимание то, что при культивировании в среде 
МСК часть клеток эпикарда, расположенных 
по периферии, приобретала веретенообраз-
ную форму, что косвенно может свидетель-
ствовать об их вступлении в ЭМП и приобрете-
нии мезенхимального фенотипа. 

Иммунофлуоресцентное окрашивание 
срезов миокарда показало, что к 5 дню после 
инфаркта отмечается интенсивное образова-
ние капилляров и артериол (рис. 2 с, d), как в 
зоне некроза, так и в периинфарктных обла-
стях. Кроме того, обнаружили выраженную 
васкуляризацию трансплантированного кле-
точного графта, который содержал сосуды раз-
ного калибра. При этом мы не выявили со-
локализации флуоресцентного красителя 
PKH26 и маркера эндотелия Pecam, что указы-

Рис. 2. Активация Wt1+ клеток и ангиогенеза после ин-
фаркта миокарда после трансплантации клеточных пла-
стов на основе МСК и в контрольных сердцах. 
Fig. 2. Activation of Wt1+ cells and angiogenesis after myocar-
dial infarction after MSC-based cell sheet transplantation and 
in the control group. 
Note. Immunofluorescent staining of myocardium with anti-
bodies to the marker of activated Wt1 epicardial cells in control 
samples (a) and after cell sheet transplantation (b). The trans-
planted cells in the sheets were marked with fluorescent dye 
PKH26 (b, red); immunofluorescent staining of myocardial tis-
sue with antibodies to CD31 vascular marker in control samples 
(c) and after cell sheet transplantation (d). The transplanted 
cells in the sheets are marked with fluorescent dye PKH26 (d, 
red); cell nuclei are stained with DAPI. 
Примечание. Иммунофлуоресцентное окрашивание ткани 
сердца антителами к маркеру активированных эпикарди-
альных клеток Wt1 в контрольных образцах (a) и после 
трансплантации клеточного пласта (b). Трансплантирован-
ные клетки в составе пластов помечены флуоресцентным 
красителем PKH26 (b, красный); иммунофлуоресцентное 
окрашивание ткани миокарда антителами к маркеру сосу-
дов CD31 в контрольных образцах (c) и после транспланта-
ции клеточного пласта (d). Трансплантированные клетки в 
составе пластов помечены флуоресцентным красителем 
PKH26 (d, красный); Ядра клеток окрашены DAPI. 
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вает на формирование сосудов исключительно 
на основе эндогенных эндотелиальных клеток. 
Более того, обнаружили увеличение количе-
ства сосудов под трансплантированным граф-
том, в сравнении с контрольными образцами 
(456±69 и 303±58 сосудов в поле зрения (р<0,05), 
соответственно), причем сосуды также были 
образованы исключительно клетками живот-
ного-реципиента (без флуоресцентной метки). 

ocardial layers (212±39 vs 53±34 µm (P<0.05), re-
spectively). Since epicardial cells showed signs of 
activation after cellular sheet transplantation, in 
vitro studies were performed to evaluate the effect 
of MSC secretion products on the migration activity 
of epicardial progenitor cells. Exposure to MSC 
growth medium was found to significantly increase 
the number of newly produced epicardial cells and 
their migration activity (Fig. 3). No statistically sig-

Рис. 3. Миграция эпикардиальных клеток в эксплантной культуре под действием контрольной среды и кондициони-
рованных сред МСК.  
Fig. 3. Migration of epicardial cells in an explant culture after exposure to the control medium and conditioned MSC media.  
Note. Migration of epicardial cells from explants: a — when grown in a control medium; b — when exposed to the medium of MSCs 
grown in normoxia; c — when exposed to the medium of MSCs grown in hypoxia; d, e, f — representative images of immunofluorescent 
staining of epicardial cells with antibodies to beta-catenin (d, green), Wt1 (e, green), POD1 (f, green), fibrillary actin (e and f, red) markers. 
Cell nuclei are stained with DAPI. Assessment of the migrating epicardial cells number (g) and the migration distance (h) when grown 
in control medium and conditioned MSC media. * — differences are statistically significant in comparison with the control, P<0.05. 
Примечание. Миграция эпикардиальных клеток из эксплантов: a — при культивировании в контрольной среде; b — при 
воздействии среды МСК, культивированных в условиях нормоксии; c — при воздействии среды МСК, культивированных 
в условиях гипоксии; d, e, f — репрезентативные изображения иммунофлуоресцентного окрашивания клеток эпикарда ан-
тителами к маркерам: бета–катенин (d, зеленый), Wt1 (e, зеленый), POD1 (f, зеленый), фибриллярный актин (e и f, красный). 
Ядра клеток окрашены DAPI. Анализ количества мигрирующих клеток эпикарда (g) и длины миграционного пути (h) при куль-
тивировании в контрольной среде и кондиционированных средах МСК. Number of cells — число клеток; — среда; control — 
контрольная; MSC — МСК; normoxia — нормоксия; hypoxia — гипоксия; migration distance (relative units) — расстояние миг-
рации (относительные единицы). * —  статистически достоверные различия по сравнению с контролем, р<0,05.

* *

*
*
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Острое нарушение коронарного кровооб-
ращения вызывает гибель не только значитель-
ного количества кардиомиоцитов, но и эпите-
лиоподобных клеток мезотелия, которые 
образуют наружный слой сердца — эпикард. 
Клетки эпикарда играют ключевую роль в 
период эмбриогенеза в развитии миокарда, 
коронарных артерий, проводящей системы, 
клапанов сердца [7–10], а также являются кле-
точными регуляторами восстановительных про-
цессов в сердце после инфаркта. В нормальном 
состоянии эпикард представлен тонким слоем 
мезотелия, клетки которого находятся в состоя-
нии покоя. При повреждении миокарда про-
исходит реактивации эмбриональной програм-
мы экспрессии генов в клетках эпикарда (Wt1, 
Raldh2 и Tbx18) [11–13], что ведет к запуску ЭМП, 
их пролиферации и миграции с образованием 
эпикардиальных прогениторных клеток (ЭПК) 
мезенхимального фенотипа [14, 15]. В субэпи-
кардиальной области ЭПК могут дифференци-
роваться в перициты и гладкомышечные клетки 
сосудов [16–21], фибробласты [22], а по данным 
ряда исследований в эндотелиальные клетки и 
кардиомиоциты [23, 24]. Кроме того, пул ЭПК 
после повреждения может выступать в качестве 
источника биологически активных молекул, 
способствующих активации регенеративных 
процессов [1]. Эти свойства эпикарда делают его 
перспективной мишенью для воздействий, 
направленных на стимуляцию этих процессов. 
Результаты данного исследования показали, что 
локальная эпикардиальная трансплантация 
сформированных in vitro тканеинженерных кон-
струкций в виде клеточных пластов из МСК и 
наработанного ими внеклеточного матрикса 
после экспериментального инфаркта стимули-
рует эпикард, что проявляется в активации про-
лиферации эпикардиальных клеток, повыше-
нии синтеза белков внеклеточного матрикса и 
утолщении субэпикардиального слоя. Стимулом 
к такой активации является паракринное дей-
ствие уникального коктейля ростовых факто-
ров, цитокинов, антиоксидантов и микроРНК, 
секретируемых и высвобождаемых в виде экзо-
сом/микровезикул клетками трансплантата. 
Наши предыдущие исследования, а также дан-
ные других научных групп указывают, что секре-
том МСК включает значительное количество 
биоактивных факторов [25–27] и внеклеточных 
везикул, в основном экзосом, продукция кото-
рых существенно увеличивается в условиях 
гипоксии [28–30]. Все эти факторы могут слу-
жить потенциальными регуляторами активации 
клеток эпикарда. На модели кардиальных экс-
плантов мы показали, что продукты секреции 
МСК, культивированных в состоянии как нор-
моксии, так и гипоксии, способны усиливать 
миграцию эпикардиальных клеток, часть кото-

nificant differences in the number of explant cul-
ture cells developed after the MSC medium expo-
sure and grown under normoxic and hypoxic con-
ditions were revealed. The explant cells had 
«cobblestone» morphology and expressed the tran-
scription factors (Wt1 and POD1) — characteristic 
of epicardial cell activation, which indicated their 
epicardial character. Noticeably, when cultivated in 
MSC medium, a part of peripherically located epi-
cardial cells acquired a spindle-like shape, which 
may indirectly indicate their entry into the EMT 
and mesenchymal phenotype acquisition. 

Immunofluorescent staining of myocardial 
sections showed that by Day 5 after MI intensive 
formation of capillaries and arterioles was ob-
served (Fig. 2 c, d), both in the necrosis zone and in 
peri-infarction regions. In addition, there was a 
marked vascularization of the transplanted cellular 
graft containing vessels of different calibers. At the 
same time, we did not detect co-localization of the 
fluorescent dye PKH26 and the marker of endothe-
lium Pecam, which indicates the formation of ves-
sels was entirely based on endogenous endothelial 
cells. Moreover, we found an increase in the num-
ber of vessels under the transplanted graft com-
pared to the control samples (456±69 vs 303±58 ves-
sels per vision field (P<0.05), respectively), and the 
vessels were also formed exclusively by the cells of 
the recipient animal (without fluorescent marker). 

Acute coronary occlusion causes death of both 
numerous cardiomyocytes and epithelial-like 
mesothelial cells, which form the epicardium. Epicar-
dial cells play a key role in the development of my-
ocardium, coronary arteries, conduction system, and 
heart valves during the embryogenesis period [7–10], 
as well as they are cellular regulators of myocardial re-
generation after MI. Normally, epicardium consists of 
a thin layer of mesothelium with quiescent cells. In my-
ocardial damage, the reactivation of the embryonic 
gene expression program in epicardial cells (Wt1, 
Raldh2, and Tbx18) occurs [11–13], which leads to the 
launch of EMT, their proliferation and migration to 
form epicardial progenitor cells (EPC) of the mes-
enchymal phenotype [14, 15], in the subepicardial re-
gion, EPCs can differentiate into pericytes and vascular 
smooth muscle cells [16–21], fibroblasts [22], and ac-
cording to several studies into endothelial cells and car-
diomyocytes [23, 24]. In addition, after damage, the 
EPC pool can act as a source of biologically active 
molecules promoting the activation of regeneration [1]. 
These properties make the epicardium a promising 
target for the effects aimed at stimulating the above 
processes. The results of this study showed that local 
epicardial transplantation of tissue-engineered struc-
tures formed in vitro as cell sheets from MSCs and their 
extracellular matrix after an experimental infarction 
stimulates the epicardium, which results in activation 
of epicardial cell proliferation, increase in the produc-
tion of extracellular matrix proteins, and thickening of 
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рых приобретает мезенхимоподобные характе-
ристики, что указывает на их вступление в ЭМП, 
необходимый для репарации. Помимо пара-
кринного воздействия механизмом активации 
эпикарда может служить контактное взаимо-
действие клеток трансплантата с эпикардиаль-
ным клеточным слоем. Ранее, мы показали, что 
МСК в составе клеточного пласта несут на своей 
поверхности лиганды Jagged 1 и Delta-like 4 [31], 
которые при взаимодействии с рецепторами 
Notch на поверхности клеток эпикарда могут 
вызывать их активацию, сопровождающуюся 
формированием сосудистых клеток-предше-
ственниц [32–34]. Оба механизма активации 
эпикарда клетками трансплантированного пла-
ста могут способствовать образованию новых 
сосудов, что может объяснять увеличение вас-
куляризации зоны повреждения, особенно 
выраженное в субэпикардиальной зоне, обна-
руженное в данной работе. Помимо активации 
эпикарда важным механизмом стимуляции вас-
куляризации после инфаркта может служить 
комбинированное действие биоактивных ком-
понентов секретома трансплантированных 
МСК и клеток активированного эпикарда. Все 
эти компоненты, обладающие ангиогенными и 
антиапоптотическими свойствами, могут спо-
собствовать более быстрому восстановлению 
кровоснабжения, подавлению апоптоза клеток 
в зоне повреждения и стимуляции пролифера-
ции. Более того, секреция МСК молекул хемоат-
трактантов, таких как MCP1, усиливает рекру-
тирование циркулирующих моноцитов в 
поврежденные участки сердца, где они могут 
способствовать ангиогенезу, секретируя ангио-
генные факторы и дифференцируясь в эндоте-
лиальные клетки [28, 29]. Реализации всех реге-
неративных свойств МСК оказывается 
возможной за счет поддержания жизнеспособ-
ности трансплантированных клеток в составе 
клеточного пласта, что показано в ряде работ [4, 
5]. В более широком понимании клеточный 
пласт формирует некую подложку–«микроокру-
жение» для клеток эпикарда, подобную той, что 
присутствует в субэпикардиальной области 
неповрежденного сердца. Вероятно, это свой-
ство обусловлено способностью МСК к построе-
нию микросреды (подобной микроокружению в 
периваскулярных или нишах костного мозга), 
которая сохраняется у этих клеток даже после 
этапа длительного культивирования in vitro.  

Заключение 
Эпикардиальная трансплантация пластов 

клеток на основе МСК после эксперименталь-
ного ИМ активирует пул эпикардиальных кле-
ток и способствует развитию ранней васкуля-
ризации зоны повреждения, что может быть 

the subepicardial layer. Such activation is stimulated 
by the paracrine action of a unique cocktail of growth 
factors, cytokines, antioxidants and microRNAs se-
creted and released as exosomes/ microvesicles by 
transplant cells. Our previous studies, as well as data 
from other scientific groups, have shown that the MSC 
secrete a significant number of bioactive factors 
[25–27] and extracellular vesicles, mainly exosomes, 
which are increasingly produced in hypoxia [28–30]. All 
these factors can serve as potential regulators of epi-
cardial cell activation. On the cardiac explant model, 
we showed that the secretion products of MSCs grown 
in both normoxia and hypoxia are capable of enhanc-
ing migration of epicardial cells, some of which acquire 
mesenchymal characteristics indicating their entry 
into epithelial-mesenchymal transition (EMT) re-
quired for repair. In addition to the paracrine effect, the 
mechanism of epicardial activation can include the 
contact interaction of the transplant cells with the epi-
cardial cell layer. Earlier, we demonstrated that MSCs 
in the cell sheet carry Jagged 1 and Delta-like 4 ligands 
on their surface [31], which, when interacting with 
Notch receptors on the epicardial cell surface, may 
cause their activation accompanied by the formation 
of precursor vascular cells [32–34]. Both mechanisms 
of epicardial activation by the transplant sheet cells 
may promote the formation of new vessels, which may 
explain the increase in the vascularization of the dam-
aged zone, especially evident in the subepicardial zone 
discovered in this study. In addition to the epicardial 
activation, the combined action of bioactive compo-
nents of the secretome of transplanted MSCs and acti-
vated epicardial cells may serve as an important mech-
anism for stimulating vascularization after MI. All these 
components with angiogenic and antiapoptotic prop-
erties may contribute to faster restoration of blood sup-
ply, apoptosis suppression in the damaged area and 
stimulation of proliferation. Moreover, MSCs produce 
chemoattractant molecules, such as MCP1, enhancing 
the recruitment of circulating monocytes into the dam-
aged myocardial regions, where they can participate in 
angiogenesis by secreting angiogenic factors and 
differentiating into endothelial cells [28, 29]. Several 
studies have shown that the regenerative properties of 
MSCs can be maintained by the viable transplanted 
cells in the cell sheet [4, 5]. In a broader sense, the cel-
lular sheet forms a «microenvironment» for epicardial 
cells, similar to that found in the subepicardial region 
of the undamaged myocardium. This property is prob-
ably due to the ability of MSCs to create microenviron-
mental conditions (similar to those in perivascular or 
bone marrow niches), which persists even after long-
term in vitro culturing. 

Conclusion  
Epicardial cell sheet transplantation based on 

MSCs after experimental MI activates the epicardial 
cell pool and promotes early vascularization of the 



48 w w w . r e a n i m a t o l o g y . c o m G E N E R A L  R E A N I M AT O L O G Y,  2 0 1 9 ,  1 5 ;  6

DOI:10.15360/1813-9779-2019-6-38-49
Experimental  Studies

важным фактором для осуществления эффек-
тивной репарации. 

Таким образом, трансплантация ТИК на 
основе пластов МСК представляется рациональ-
ным подходом для эффективной доставки жиз-
неспособных клеток в миокард с целью активи-
рующего воздействия на эпикардиальную 
клеточную нишу и репаративный ангиогенез. 
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damaged zone, which may be an important factor 
for effective reparation. 

Thus, transplantation of TES based on MSC 
sheets appears to be a promising approach for the 
effective delivery of viable cells to myocardium in 
order to activate the epicardial cellular niche and 
angiogenesis. 
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