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ВВЕДЕНИЕ 

 

Актуальность темы  

Периферическая кровь после фармакологической мобилизации клеток 

костного мозга человеческим рекомбинантным гранулоцитарным 

колониестимулирующим фактором (G-CSF) является доступным источником 

аутологичных эндотелиальных прогениторных клеток (ЭПК) [223; 247; 265]. 

ЭПК представляют собой уникальную популяцию клеток, которые как и 

эмбриональные ангиобласты способствуют формированию сосудов в 

постнатальном периоде как за счет ангиогенеза, так и путем васкулогенеза, когда в 

ответ на ангиогенные ростовые факторы ЭПК мигрируют из ниши костного мозга 

в кровеносное русло, циркулируют и трансформируются в тканях в локальные 

адгезивные ЭПК [148; 210; 222]. 

Изменения в количественном содержании и функциональной активности 

ЭПК выявлены при многих заболеваниях. При этом снижение пролиферации, 

миграции ЭПК в очаг повреждения, изменение секреторной активности 

рассматривается в качестве возможного механизма развития ишемической 

болезни сердца (ИБС) и хронической сердечной недостаточности (ХСН) [89; 129; 

243]. 

Способность ЭПК стимулировать ангиогенез в ишемизированных органах, 

тем самым способствуя репарации, делает эти клетки привлекательными для 

терапии сердечно-сосудистых заболеваний. 

Участие ЭПК в неоваскуляризации обусловлено не только их 

дифференцировкой в эндотелиальные клетки, но и их способностью 

продуцировать различные регуляторные ростовые факторы и цитокины, 

стимулирующие ангиогенез [236; 244]. Быстрое развитие клинического эффекта и 

очень низкое количество интегрированных в зоне повреждения ЭПК предполагает 

паракринные эффекты этих клеток [42; 312]. 

Действительно, исследования на животных и клинические испытания у 

человека показали, что как использование ростовых проангиогенных факторов, 
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так и введение различных популяций стволовых/прогениторных клеток (СПК), в 

том числе ЭПК, приводит к индукции неоангиогенеза, что сопровождается 

улучшением функционального состояния ишемизированных органов и тканей [79; 

84; 223; 287]. 

Изучению ЭПК и их клинической апробации во многом способствовала 

разработка методов культивирования in vitro. Исследование ангиогенных свойств 

ЭПК осуществляется с использованием клеточных линий. Так, эндотелиальные 

клетки человека линии EA. hy926 как морфологически, так и функционально 

отражают свойства зрелых эндотелиальных клеток, что позволяет оценить как 

влияние ЭПК на зрелые эндотелиальные клетки, так и влияние зрелых 

эндотелиальных клеток на ЭПК, моделируя взаимодействие различных популяций 

клеток в организме [203]. 

Свойства этих клеток, такие, как спектр и уровень продуцируемых ЭПК 

цитокинов, экспрессия поверхностных молекул и способность активировать 

различные этапы ангиогенеза, охарактеризованы недостаточно. Практически 

отсутствуют сравнительные данные о спектре секретируемых цитокинов 

циркулирующими ЭПК и выращенными in vitro в культуре ЭПК у пациентов с 

ХСН. Малоисследованным остается также вопрос, насколько эффективно может 

происходить мобилизация ЭПК из костного мозга у пациентов с ХСН и 

изменяется ли их функциональная активность при введении G-CSF. Наконец, 

большой интерес представляет связь морфофункциональных показателей ЭПК с 

параметрами функционального состояния ишемизированного миокарда. 

 

Цель исследования 

На основании анализа морфологических и функциональных свойств 

циркулирующих эндотелиальных прогениторных клеток пациентов с хронической 

сердечной недостаточностью, мобилизованных в периферическое русло 

введением гранулоцитарного колониестимулирующего фактора, и 

эндотелиальных клеток, выращенных in vitro, обосновать возможность 

использования стволовых/прогениторных клеток в лечении сердечно-сосудистых 
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заболеваний. 

 

Задачи исследования 

1. Изучить морфологические/фенотипические свойства 

мононуклеарных клеток периферической крови у пациентов с хронической 

сердечной недостаточностью до и после мобилизации гранулоцитарным 

колониестимулирующим фактором. 

2. Исследовать функциональную активность мононуклеарных клеток 

периферической крови у пациентов с хронической сердечной недостаточностью 

до и после мобилизации гранулоцитарным колониестимулирующим фактором по 

их пролиферативной и секреторной активности, способности к миграции. 

3. Установить взаимосвязь между фенотипом эндотелиальных 

прогениторных клеток и уровнем секреторной активности мононуклеарных 

клеток периферической крови у пациентов с хронической сердечной 

недостаточностью в ходе мобилизации гранулоцитарным 

колониестимулирующим фактором. 

4. Исследовать морфологию и пролиферативную активность культур 

эндотелиальных прогениторных клеток пациентов с хронической сердечной 

недостаточностью, выращенных in vitro. 

5. Оценить спектр продуцируемых цитокинов и ростовых факторов 

эндотелиальными прогениторными клетками пациентов с хронической сердечной 

недостаточностью с учетом сроков и условий культивирования на различных 

адгезионных белках. 

6. Определить тип влияния биологически активных веществ, 

продуцируемых эндотелиальными прогениторными клетками, на такие 

показатели функциональной активности клеток эндотелиальной линии человека 

EA.Hy926, как пролиферация и миграция. 

7. Изучить пролиферативный и миграционный ответ эндотелиальных 

прогениторных клеток пациентов с хронической сердечной недостаточностью на 
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влияние биологически активных веществ, продуцируемых клетками 

эндотелиальной линии человека EA. hy926. 

8. Оценить взаимосвязь между параметрами морфофункциональных 

свойств эндотелиальных прогениторных клеток и показателями функционального 

состояния миокарда после интрамиокардиального введения обогащенных 

эндотелиальными прогениторными клетками мононуклеаров. 

 

Научная новизна 

Морфофункциональные исследования продемонстрировали, что 

выделенные из периферической крови мононуклерные клетки пациентов с ХСН, 

обогащенные эндотелиальными прогениторными клетками путем введения 

гранулоцитарного колониестимулирующего фактора, обладают высокой 

пролиферативной, миграционной и секреторной активностью, что может 

способствовать репарации ишемизированного миокарда. 

Впервые установлена эффективность мобилизации ЭПК из костного мозга в 

периферическую кровь у пациентов с тяжелой формой ХСН. Проведено 

комплексное исследование фенотипа и функциональной активности ЭПК, 

мобилизованных введением G-CSF, у пациентов с ХСН. Показана гетерогенность 

популяций, находящихся на разных стадиях дифференцировки. 

Впервые изучена пролиферативная активность МНК пациентов с ХСН, 

способность к миграции in vitro, установлен спектр секретируемых биологически 

активных веществ до и после мобилизации G-CSF. Показано, что после курса 

мобилизации G-CSF происходит увеличение пролиферативного потенциала 

мононуклеаров пациентов с ХСН на различные митогенные и цитокиновые 

стимулы (Кон А, Epo, G-CSF), увеличение количества колониеобразующих единиц 

и экспрессии рецептора хоуминга CXCR4 на CD34+ ЭПК. Дополнено, что 

культивируемые МНК пациентов секретируют цитокины с регуляторными, в том 

числе и ангиогенными свойствами, такие как IL-10, IL-18, IL-8, Epo, VEGF,    

TNF-α, G-CSF. Выявлена взаимосвязь циркулирующих ЭПК различной степени 

дифференцировки и продукции цитокинов и ростовых факторов МНК пациентов с 
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ХСН. 

Впервые получены ЭПК in vitro при культивировании МНК пациентов с 

ХСН после мобилизации. Показано, что культивируемые в «ранние» и «поздние» 

сроки ЭПК пациентов с ХСН обладают различной пролиферативной и 

секреторной активностью. Показано, что «ранние» эндотелиальные 

прогениторные клетки секретируют более высокий уровень IL-10, IL-18, IL-8, 

Epo, VEGF, TNF-α и NO. Продемонстрировано, что белки внеклеточного матрикса 

оказывают влияние на уровень секретируемых биологически активных веществ 

ЭПК при культивировании. 

Впервые показано, что эндотелиальные прогениторные клетки пациентов и 

зрелые эндотелиальные клетки клеточной линии EA. hy926 взаимовлияют на 

функциональное состояние друг друга. Исследование пролиферативного и 

миграционного потенциала клеток под влиянием растворимых секреторных 

продуктов позволило получить новые данные о паракринных механизмах 

взаимовлияния различной степени дифференцировки эндотелиальных клеток. 

Кондиционная среда, полученная при культивировании клеток, содержит 

проангиогенные факторы, которые обуславливают функциональный потенциал 

как недифференцированных, так и зрелых эндотелиальных клеток. 

Оценена взаимосвязь морфофункциональных показателей МНК пациентов с 

ХСН после мобилизации G-CSF с показателями функционального состояния 

миокарда в отдаленные сроки после интрамиокардиального введения клеточного 

трансплантата (через 6 и 12 месяцев). Впервые показана вовлеченность различных 

эндотелиальных прогениторных клеток и секретируемых цитокинов в процесс 

регенерации ишемизированного миокарда у пациентов с ХСН. 

 

Теоретическая и практическая значимость работы 

Результаты комплексного изучения фенотипов и функциональных свойств 

как циркулирующих, так и полученных при культивировании ЭПК пациентов с 

ХСН, расширяют представления о морфофункциональных свойствах СПК и ЭПК, 

в том числе как источника применения в практической медицине. 
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Полученные данные о спектре секретируемых проангиогенных молекул 

циркулирующими и культивируемыми ЭПК, а также их связь с фукциональными 

свойствами эндотелиальных клеток, дополняют имеющиеся знания о 

паракринных и аутокринных взаимодействиях различной степени зрелости 

эндотелиальных клеток. 

Проведённые исследования позволили получить новые данные о 

паракринных воздействиях ЭПК и эндотелиальных клеток на примере клеточной 

линии EA. hy926, что раскрывает закономерности взаимовлияния 

недифференцированных и зрелых эндотелиальных клеток, и имеет большое 

теоретическое значение. 

Выявленное влияние условий и сроков культивирования на уровень 

секреторной активности ЭПК пациентов с ХСН акцентирует внимание на том, что 

культивируемые в «ранние» сроки ЭПК способны проявлять паракринное 

действие, что необходимо учитывать при разработке методов трансплантации 

СПК и оценке результатов при их введении. 

Оценка эффективности влияния G-CSF на мобилизацию ЭПК из костного 

мозга у пациентов с ХСН и свойства клеток после мобилизации являются научной 

основой для оценки функциональных возможностей клеточного трансплантата 

для введения пациентам. 

Чрезвычайно важными как с теоретической, так и с практической точки 

зрения является анализ связи показателей содержания в периферической крови 

пула клеток с прогениторной активностью и продукции цитокинов МНК, 

мобилизованными G-CSF у пациентов с ХСН, с функциональными параметрами 

клинической эффективности при интрамиокардиальном введении МНК. 

Совокупность полученных результатов исследования может явиться 

теоретической основой для дальнейших экспериментальных и клинических 

исследований, необходимых для разработки новых репаративных подходов в 

области клеточной терапии ХСН. 
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Основные положения, выносимые на защиту 

1. В периферической крови пациентов с хронической сердечной 

недостаточностью определяются популяции эндотелиальных прогениторных 

клеток разной степени дифференцировки, а введение гранулоцитарного 

колониестимулирующего фактора приводит к их эффективной мобилизации в 

периферическое русло крови. Обогащение периферической крови 

эндотелиальными прогениторными клетками приводит к повышению 

функционального потенциала мононуклеарных клеток – пролиферативной, 

синтетической активности и способности к миграции. 

2. Эндотелиальные прогениторные клетки пациентов с хронической 

сердечной недостаточностью, культивированные in vitro, обладают высоким 

пролиферативным потенциалом и в процессе дифференцировки секретируют 

проангиогенные ростовые факторы и цитокины. Белки внеклеточного матрикса и 

сроки культивирования определяют уровень секреции проангиогенных 

биологически активных факторов в культуре. 

3. Недифференцированные эндотелиальные прогениторные клетки и 

зрелые эндотелиальные клетки оказывают взаимовлияние на функциональное 

состояние друг друга, стимулируя пролиферацию и миграцию путем паракринных 

механизмов. Паракринные эффекты действия проангиогенных биологически 

активных факторов, секретируемых недифференцированными и зрелыми 

эндотелиальными клетками, сопоставимы со стимулирующим влиянием 

ангиогенных цитокинов. 

4. Различные популяции разной степени дифференцировки 

эндотелиальных прогениторных клеток пациентов с хронической сердечной 

недостаточностью путем паракринных ангиогенных воздействий оказывают 

влияние на функциональные показатели миокарда, повышая перфузию миокарда 

и снижая степень хронической сердечной недостаточности, в отдаленном периоде 

наблюдения. Обогащение мононуклеарных клеток эндотелиальными 

прогениторными клетками приводит к улучшению функционального состояния 

ишемизированного миокарда пациентов при интрамиокардиальном введении. 
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Апробация результатов исследования 

Результаты, полученные при выполнении диссертационного исследования, 

доложены и обсуждены на международной конференции «Фундаментальные 

проблемы лимфологии и клеточной биологии» (Новосибирск, 2008); 

Всероссийской научной школе-конференции «Аутологичные стволовые клетки: 

экспериментальные и клинические исследования» (Москва, 2009); 

международном симпозиуме «Актуальные вопросы донорского и персонального 

хранения стволовых клеток» (Москва, 2009); IV Всероссийском симпозиуме 

«Актуальные вопросы тканевой и клеточной трансплантологии» (Санкт-

Петербург, 2010); Всероссийской научной школе-конференции «Стволовые 

клетки и регенеративная медицина» (Москва, 2010); Всероссийской научно-

практической конференции, посвященной 20-летию Кузбасского 

кардиологического центра «Актуальные проблемы сердечно-сосудистой 

патологии» (Кемерово, 2010); Всероссийской конференции по патологии клетки 

(Москва, 2010); X Международной конференции «Фундаментальные проблемы 

лимфологии» (Новосибирск, 2011); VII научных чтениях, посвященных памяти 

академика РАМН Е. Н. Мешалкина (Новосибирск, 2011); IV Всероссийской 

научной школе-конференции «Стволовые клетки и регенеративная медицина» 

(Москва, 2011); III Международной научно-практической конференции 

«Постгеномные методы анализа в биологии, лабораторной и клинической 

медицине» (Казань, 2012); V Всероссийском симпозиуме с международным 

участием «Актуальные вопросы клеточной и тканевой трансплантологии» 

(Уфа, 2012); Всероссийской научно-практической конференции «Технологии 

оптимизации процесса репаративной регенерации в травматологии, ортопедии и 

нейрохирургии» (Саратов, 2013); на международной конференции «Vascular 

biology, materials and engineering esvs spring meeting» (Frankfurt am Main, 2013); 

XI Международной конференции «Фундаментальные проблемы лимфологии и 

клеточной биологии» (Новосибирск, 2013); на V всероссийской научно-

практической конференции «Стволовые клетки и регенеративная медицина» 

(Москва, 2013); на I Национальном Конгрессе по регенеративной медицине 
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(Москва, 2013); на расширенном семинаре научно-исследовательского института 

клинической и экспериментальной лимфологии 24. 04. 2014. 

 

Внедрение результатов исследования 

Результаты диссертационной работы учитываются при комплексной терапии 

пациентов с ХСН в Институте патологии кровообращения имени академика 

Е. Н. Мешалкина, г. Новосибирск. 

Результаты диссертационной работы внедрены в учебный процесс кафедры 

терапии, гематологии и трансфузиологии ФПК и ППВ Новосибирского 

государственного медицинского университета. 

 

Публикации  

По материалам диссертации опубликована 41 научная работа, 17 статей в 

журналах, рекомендованных ВАК Министерства образования и науки Российской 

Федерации для публикации результатов исследований, проведенных в рамках 

выполнения диссертационных работ. 

 

Объем и структура диссертации   

Диссертация написана в традиционном стиле и состоит из введения, обзора 

литературы, описания материала и методов исследования, 4 глав собственных 

исследований, обсуждения полученных результатов, заключения и выводов. 

Работа изложена на 228 страницах машинописного текста, включает 34 рисунка, 

18 таблиц и 1 схему. Список цитируемой литературы состоит из 386 источников, 

из них 353 иностранных. 

 

Личный вклад автора  

Весь материал, представленный в диссертации, получен, обработан и 

проанализирован лично автором. 

Работа выполнена в лаборатории клеточных технологий Института 

клинической и экспериментальной лимфологии и на базе центра хирургической 
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аритмологии Института патологии кровообращения им. ак. Е. Н. Мешалкина 

(руководитель центра – д. м. н.  Покушалов Е. А.). 

Автор выражает глубокую благодарность научному консультанту работы 

Академику РАН Коненкову Владимиру Иосифовичу, сотрудникам лаборатории 

клеточных технологий Института клинической и экспериментальной лимфологии, 

сотрудникам центра хирургической аритмологии Института патологии 

кровообращения им. ак. Е. Н. Мешалкина. 
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ГЛАВА 1 СОВРЕМЕННЫЕ ПРЕДСТАВЛЕНИЯ О РОЛИ РАЗЛИЧНЫХ 

ПОПУЛЯЦИЙ КЛЕТОК КОСТНОГО МОЗГА В АНГИОГЕНЕЗЕ 

 

1.1 Клеточные механизмы и факторы неоангиогенеза 

 

1.1.1 Механизмы образования новой сосудистой сети 

 

Образование новой сосудистой сети или неоангиогенез представляет собой 

многоступенчатый процесс, в котором взаимодействуют несколько типов клеток и 

медиаторов. Как правило, неоангиогенез происходит в пролиферирующих, 

поврежденных или ишемизированных тканях [177; 333]. 

До недавнего времени считалось, что формирование новых сосудов в 

постнатальном периоде осуществляется за счет двух процессов: артериогенеза – 

развития коллатеральных сосудов; и ангиогенеза – развития новых капилляров 

путем миграции и пролиферации предсуществующих дифференцированных 

эндотелиальных клеток [78; 152]. Asahara в 1997 году показал, что популяция 

CD34+ гемопоэтических стволовых клеток (ГСК) костномозгового 

происхождения, выделенных из периферической крови человека, способна 

дифференцироваться in vitro в клетки с фенотипом зрелых эндотелиальных 

клеток. Введение этих клеток в организм приводит к регенерации эндотелия и 

формированию новых сосудов в ответ на острую тканевую ишемию [226]. Вслед 

за Asahara в 1998 году Shi впервые выделил из циркулирующих мононуклеарных 

клеток популяцию незрелых эндотелиальных клеток [140]. 

Клетки-предшественники, участвующие в неоангиогенезе у взрослых, были 

названы эндотелиальными прогениторными клетками, а процесс образования 

новых сосудов из ЭПК – васкулогенезом. 

Ангиогенез представляет собой многоступенчатый процесс образования 

новых кровеносных сосудов из предсуществующих капилляров посредством 

миграции и пролиферации зрелых эндотелиальных клеток [152; 349]. Ангиогенез 

включает в себя два разных механизма: «sprouting angiogenesis» – образование 
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эндотелиальных сосудистых отростков; и «intussusceptive angiogenesis» – 

образование сосудов путем инвагинации (впячивания). 

Процесс ангиогенеза, проходящий путем образования отростков сосудов, 

состоит из нескольких последовательных шагов [102; 291]. Начальный этап 

ангиогенеза – расширение сосудов, увеличение их проницаемости и ослабление 

межклеточных связей. Затем происходит  растворение базальной мембраны 

внеклеточного матрикса, вызываемое активацией протеаз, включая активацию 

ферментов, таких как коллагеназа IV типа, активатор плазминогена. 

Эндотелиальные клетки мигрируют из стенок сосудов через периваскулярную 

ткань и паренхиму по направлению к ангиогенному стимулу. Происходит 

выравнивание (регулировка) эндотелиальных клеток в биполярное состояние, 

репродукция их позади фронта мигрирующих эндотелиальных клеток. Образуется 

просвет отростка нового сосуда. Затем происходит развитие капилляров, миграция 

перицитов и фибробластов, возникновение базальных мембран новых сосудов. 

Перициты и гладкомышечные клетки, в конечном счете, выстраиваются в линию 

вдоль эндотелиальных клеток снаружи капилляра, формируя первичные 

сосудистые (тубулярные) структуры [182]. 

Инвагинирующий тип ангиогенеза также включает несколько этапов [182; 

291]. Появляется выпячивание стенки вены на всем ее протяжении в регионе 

капиллярной циркуляции. Образуется перегородка в результате впячивания 

эндотелиального слоя в просвет сосуда. Перегородка формируется не только из 

эндотелиальных клеток, но и коллагеновых нитей, и покрыта фибрином. Синтез 

коллагеновых нитей является обязательным для образования внутрисосудистых 

перегородок и их стабилизации. Происходит деградация базальной мембраны и 

истончение эндотелиальных клеток, что приводит к образованию 

трансцеллюлярных полостей. Эндотелиальные клетки видоизменяются в 

кольцевые структуры, увеличиваются сосудистые просветы, сосудистые 

пространства. Деление сосудов происходит путем воссоединения тканевых 

складок, находящихся на противоположных сторонах сосудистой стенки, 

образуются более мелкие по диаметру сосуды. Происходит формирование 
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базальной мембраны, продолжение роста и развитие нового сосуда [314]. 

Артериогенез – это рост в мышечной ткани вспомогательных кровеносных 

сосудов (коллатералей) из уже существующих артериолярных анастомозов; его 

часто называют коллатерализацией [377]. 

Васкулогенез представляет собой процесс формирования кровеносных 

сосудов in situ из ЭПК. Изначально предполагали, что «истинный» васкулогенез 

происходит только в эмбриональном периоде. Однако получены доказательства 

участия ЭПК в формировании новых сосудов во взрослом организме [368]. 

Васкулогенез по аналогии с эмбриональным периодом начинается с 

образования первичных сосудистых сплетений, состоящих из ангиобластов по 

периферии и ГСК в центре. Во время раннего эмбрионального развития 

мезодермальные клетки мигрируют во внеэмбриональный желточный мешок и 

формируют гемопоэтические островки. Наружный слой просвета этих островков 

содержит ангиобласты, тогда как внутренняя масса состоит из гемопоэтических 

предшественников. Предполагают, что ЭПК и ГСК происходят от общего 

предшественника – гемангиобласта и несут определенные общие антигенные 

поверхностные маркеры, в том числе Flk-1, Tie-2 и CD34 [130]. Васкулогенез 

включает в себя участие ЭПК, которые мигрируют к месту образования нового 

сосуда, где уже на месте дифференцируются в эндотелиальные клетки [67; 321; 

351; 383]. 

Таким образом, во взрослом организме образование новых сосудов может 

происходить не только путем артериогенеза, ангиогенеза, но и путем 

васкулогенеза.  

Механизмы контроля ангиогенеза связаны с действием целого ряда 

факторов: цитокинов, ростовых факторов, гормонов. 

 

1.1.2 Ангиогенные факторы в регуляции ангиогенеза 

 

Факторы роста, провоспалительные и противовоспалительные цитокины, 

секретируемые эндотелиальными клетками, лимфоцитами и моноцитами, 
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регулируют процесс образования кровеносных сосудов и оказывают влияние на 

миграцию, пролиферацию, выживание, апоптоз эндотелиальных клеток [273; 316; 

380]. 

Фактор роста эндотелия сосудов (VEGF) является одним из важнейших 

факторов, регулирующим ангиогенез [338; 352]. Широкий диапазон действия 

VEGF опосредуется частично многочисленными подтипами VEGF и его 

рецептора (VEGFR). 

VEGF-A участвует в сосудистом росте [272]. Роль VEGF-B в развитии 

сосудов мало изучена, но может быть связана с блокированием апоптоза 

эндотелиальных клеток [374]. VEGF-C и VEGF-D участвуют в лимфангиогенезе. 

По данным литературы известно, что ЭПК, также как и макрофаги, 

нейтрофилы, эндотелиальные клетки, продуцируют VEGF. В физиологических 

условиях продукция VEGF слабо выражена. В ответ на активирующие сигналы, 

например при гипоксии или ишемии, продукция VEGF активированными 

клетками существенно возрастает. Кроме того, индукторами секреции VEGF 

могут выступать различные цитокины, ростовые факторы, оксид азота (NO). На 

дифференцированных эндотелиальных клетках и ЭПК имеются специфические 

рецепторы для VEGF, взаимодействуя с которыми VEGF вызывает рост, 

пролиферацию, миграцию эндотелиальных клеток и их предшественников, 

увеличивает проницаемость сосудов, необходимую для миграции эндотелиальных 

клеток. Этот комплекс факторов способствует вазодилатации, направленной 

миграции клеток и дальнейшему сосудообразованию [186; 323]. Кроме того, 

VEGF контролирует систему протеолиза, которая обеспечивает ремоделирование 

внеклеточного матрикса, что необходимо на начальных этапах ангиогенеза. 

Доказательства роли VEGF в ангиогенезе представлены в ряде 

экспериментальных работ. В модели ишемии у животных показано, что уровень 

циркулирующего VEGF и VEGFR2 коррелирует с миграцией ЭПК в 

ишемизированные ткани [41]. Кроме того, было показано, что локальное введение 

VEGF может улучшить заживление ран путем усиления продукции других 

ангиогенных цитокинов [362]. 
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Фактор роста фибробластов (FGF) оказывает влияние на ангиогенез путем 

стимуляции ряда проангиогенных факторов, таких как VEGF, фактор роста 

гепатоцитов (HGF), фактор роста тромбоцитов (PDGF), тем самым активирует 

эндотелиальные и гладкомышечные клетки, способствует хоумингу моноцитов. 

FGF стимулирует экспрессию VEGF в эндотелиальных клетках.  

Во многих экспериментальных моделях показано, что FGF-индуцированный 

ангиогенез ингибируется нейтрализирующими антителами против VEGF-A и 

VEGFR [150; 229]. FGF также стимулирует экспрессию HGF, другого 

потенциально ангиогенного ростового фактора [268; 380]. В синергизме с PDGF в 

эксперименте FGF способствует формированию стабильных сосудов в течение 

длительного периода наблюдения и даже при истощении ангиогенных факторов. 

Примечательно, что при комбинации FGF с VEGF или PDGF с VEGF 

синергический эффект не наблюдается [52]. Показано, что эндотелиальные клетки 

лишены способности активирования в ответ на PDGF при отсутствии FGF. FGF 

же увеличивает уровень эндотелиального рецептора PDGF, тем самым повышая 

чувствительность к действию PDGF [51]. 

Фактор роста гепатоцитов (HGF) секретируется мезенхимальными клетками 

и действует как многофункциональный цитокин. HGF связывается с рецептором 

на эндотелиальных клетках, таким образом, влияя на их миграцию, пролиферацию 

и образование новых сосудов [181]. Кроме того, HGF улучшает мобилизацию 

СПК [355]. 

В отличие от других ангиогенных факторов HGF оказывает и 

тромболитическое действие [183]. 

Гранулоцитарно-макрофагальный колониестимулирующий фактор         

(GM-CSF) продуцируется эндотелиальными, дендритными клетками, 

лимфоцитами. Показано, что GM-CSF как прямо активирует эндотелиальные 

клетки [237], стимулируя образование сосудистых структур in vitro [361], так и 

способствует секреции проангиогенных цитокинов различными клетками [233]. 

GM-CSF также вызывает мобилизацию ЭПК из костного мозга; стимулирует 

пролиферацию, миграцию и образование сосудистых структур ЭПК, что в какой-



 23

то мере обусловлено усилением активности VEGF; увеличивает васкулогенез в 

экспериментальных моделях ишемии [384]. 

Трансформирующий ростовой фактор-β (TGF-β) относится к ингибиторам 

ангиогенеза, оказывая влияние на пролиферацию и миграцию эндотелиальных 

клеток на ранних этапах ангиогенеза. С другой стороны, TGF-β является важным 

проангиогенным цитокином на последнем этапе ангиогенеза при образовании 

сосудистых структур. TGF-β модулирует развитие сосудов путем увеличения 

синтеза VEGF эндотелиальными и гемопоэтическими клетками [109; 363].  

Кроме того, показано, что TGF-β стимулирует рост сосудов, воздействуя на 

мышечную стенку сосудов, активирует дифференцировку ЭПК в миоциты [344]. 

Интерлейкин-18 (IL-18), являясь провоспалительным цитокином, вызывает 

миграцию эндотелиальных клеток и стимулирует процесс ангиогенеза как 

непосредственно путем активации эндотелиальных клеток [212; 376], так и 

косвенно, потенцируя продукцию проангиогенных медиаторов – SDF-1α/CXCL12, 

MCP-1/CCL2, VEGF [216]. С другой стороны, IL-18 способен повышать 

продукцию IFN-γ, который в свою очередь индуцирует секрецию хемокинов, 

таких как IP-10 и MIG, оказывающих ингибирующее действие на ангиогенез [50]. 

Интерлейкин-8 (IL-8) является провоспалительным хемокином и оказывает 

влияние на миграцию и хоуминг лейкоцитов во взаимодействии с другими 

цитокинами [246]. Большинство клеток продуцируют IL-8 только в ответ на 

стимуляцию провоспалительными цитокинами. Показано, что экспрессия IL-8 в 

клетках регулируется различными провоспалительными цитокиновыми 

сигналами (TNF-α и IL-1β) [379]. Кроме того, IL-8 обладает мощным 

проангиогенным действием. Так, показано, что активирование рецептора IL-8 на 

эндотелиальных клетках индуцирует их пролиферацию, выживание и миграцию 

[75; 146; 293; 379]. В экспериментальной работе демонстрируется влияние IL-8 на 

ангиогенез in vitro путем усиления пролиферации эндотелиальных клеток 

пуповинной крови [194]. Причем эффект может быть как прямым, так и 

опосредованным, через усиление продукции VEGF и FGF.  

Интерлейкин-10 (IL-10) является иммунорегуляторным цитокином, 
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ингибирует продукцию провоспалительных цитокинов. Кроме того, IL-10 

обладает кардиопротективным действием, уменьшая апоптоз кардиомиоцитов, 

модулируя синтез белков внеклеточного матрикса и повышая васкуляризацию 

ишемизированной ткани [196; 214].  

IL-10 может выступать и как проангиогенный цитокин. Так, показана роль 

IL-10 как протектора возрастной эндотелиальной дисфункции [215].  

Кроме того, IL-10 оказывает модулирующее влияние на функциональные 

свойства ЭПК при их трансплантации в ишемизированный миокард у 

экспериментальных животных [213]. Авторы показали, что системное введение в 

организм IL-10 приводит к повышению выживания трансплантированных ЭПК, 

что сопровождается усилением неоваскуляризации ишемизированного миокарда. 

А у мышей, дефицитных по IL-10, нарушается мобилизация и миграция ЭПК из 

костного мозга в периферическую кровь. 

Гранулоцитарный колониестимулирующий фактор (G-CSF) обладает 

плейотропным действием, в том числе цитопротективным, и индуцирует 

мобилизацию СПК из костного мозга. Показана роль G-CSF в регенерации 

миокарда и индукции ангиогенеза при ишемических заболеваниях [336]. Кроме 

того, G-CSF может стимулировать различные этапы ангиогенеза [174]. Так, в 

эксперименте демонстрируется, что G-CSF улучшает мобилизацию ЭПК и 

ангиогенез путем стимуляции секреции VEGF нейтрофилами, а введение G-CSF 

in vivo в ишемической модели улучшает кровоснабжение ишемизированной 

ткани, что зависит от экспрессии рецептора VEGF. В другой работе показано, что 

G-CSF обладает антиапоптотическим эффектом в отношении эндотелиальных 

клеток [170]. В модели оксидативного стресса in vitro, индуцированного 

введением перекиси водорода, G-CSF снижает апоптоз эндотелиальных клеток 

пуповинной крови.  

G-CSF также повышает экспрессию рецепторов адгезии на эндотелиальных 

клетках, что приводит к миграции и хоумингу клеток-участников ангиогенеза 

[171]. Ангиогенный эффект G-CSF частично может быть связан с увеличением 

секреции VEGF моноцитарными клетками [174].  
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G-CSF также стимулирует продукцию NO, обладающего проангиогенной 

активностью, активируя Akt/NOsynthase сигнальный путь, что повышает 

пролиферацию и миграцию эндотелиальных клеток [159; 168]. G-CSF 

способствует стимуляции миграции и пролиферации эндотелиальных клеток. Так, 

показано, что культивирование клеток эндотелиальной линии CMEC с G-CSF 

приводит к увеличению их пролиферации, что связано с повышением уровня 

экспрессии p 53 и HIF-1 [348]. 

Эритропоэтин (Epo) является не только стимулятором гемопоэза, но и 

обладает проангиогенным действием, схожим с VEGF и FGF [136; 205; 304]. 

Рецепторы к Eро экспрессируются на эндотелиальных клетках, а взаимодействие 

Eро с рецептором приводит к активированию JAK-2, STAT5, PI3K/Akt 

сигнального пути [143]. 

Eро способствует ангиогенезу различными механизмами. Одним из путей 

стимуляции васкуляризации является индуцированное повышение экспрессии 

VEGF в ишемических тканях и воздействия Eро на эндотелиальные клетки, 

которые экспрессируют рецептор к Epo [240]. Авторы демонстрируют, что Еро 

стимулирует экспрессию белка VEGF через STAT3 путь, а секретируемый VEGF 

индуцирует пролиферацию эндотелиальных клеток и способствует встраиванию 

ЭПК в сосуды [371]. 

Также показано, что Еро влияет на ангиогенез путем стимуляции 

кардиомиоцитов к секреции VEGF и ангиопоэтина [137; 278; 334]. 

Eро может способствовать и расширению капилляров, активируя 

эндотелиальную синтазу оксида азота (eNOS), предохраняя эндотелиальные 

клетки от повреждения в условиях гипоксии [135; 204]. 

Фактор некроза опухоли (TNF-α) продуцируется различными типами 

клеток, включая моноциты, лимфоциты, нейтрофилы и эндотелиальные клетки. 

TNF-α является не только цитокином с провоспалительным свойством. Показана 

роль TNF-α и в ангиогенезе. С одной стороны, TNF-α вызывает апоптоз 

эндотелиальных клеток и тем самым ограничивает неоангиогенез. С другой 

стороны, этот цитокин, как показано, индуцирует миграцию эндотелиальных 
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клеток in vitro и ангиогенез in vivo, стимулирует продукцию матриксных 

металлопротеиназ в эндотелии [367]. Это способствует деградации базальной 

мембраны и внеклеточного матрикса, необходимых для миграции эндотелиальных 

клеток на начальных этапах ангиогенеза. 

Также TNF-α действует опосредованно, путем повышения экспрессии VEGF 

и iNOS, что демонстрируется при стимуляции макрофагов в эксперименте in vitro 

[96]. Анализ генных сетей позволил выявить новые механизмы TNF-

индуцированного ангиогенеза. Показано, что TNF-α индуцирует гены других 

цитокинов с проангиогенными свойствами – IL6 и IL8 [95]. 

К проангиогенным факторам относят также ангиопоэтины, ангиогенин, 

ангиотропин, IL-1, IGF, PlGF и другие. 

Таким образом, цитокины с проангиогенными свойствами представляют 

собой группу полипептидных медиаторов межклеточного взаимодействия, 

участвующих в различных этапах ангиогенеза и регулирующих функциональное 

состояние клеток. Ангиогенез регулируется процессом, включающим 

сбалансированное и синергичное взаимодействие биологически активных 

веществ, которые представляют собой ангиогенный каскад факторов. 

 

1.1.3 Роль внеклеточного окружения в ангиогенезе 

 

Развитие функционирующей сети кровеносных сосудов требует 

скоординированной сигнализации между клетками и окружающего их 

внеклеточного матрикса, который не только обеспечивает механическую 

поддержку клеток, но и принимает участие в регулировании поведения 

контактирующих с ним клеток – их пролиферации, миграции, дифференцировки 

[66; 256]. 

Основными компонентами внеклеточного матрикса являются коллаген, 

протеогликаны, гликопротеины и белки – фибронектин, ламинин, фибрин, 

эластин. К внеклеточному матриксу также относят компоненты соединительных 

тканей – плазму крови и лимфатическую жидкость. 



 27

Внеклеточный матрикс вносит вклад в процесс ангиогенеза несколькими 

способами. Белки внеклеточного матрикса, с помощью их связывания и активации 

рецепторов интегринов, регулируют пролиферацию, выживание и миграцию 

клеток эндотелия [62; 256]. 

Фибронектин является основным белком внеклеточного матрикса, который 

секретируется эндотелиальными клетками при ангиогенезе [308]. Короткие цепи 

фибронектина взаимодействуют с интегринами, такими, как α5β1, αvβ5 and αvβ3, 

что обеспечивает пролиферацию и образование сосудистых структур [297]. 

Экспрессия интегрина α5β1 усиливается на ангиогенные стимулы FGF и IL-8, но 

не на VEGF [74], а экспрессия интегрина α4β1 возрастает под действием VEGF, 

FGF, IL-1β и TNF-α [211]. 

Ключевыми интегринами ламинина и коллагена являются α1β1 и α2β1. 

Показано, что VEGF-A активирует экспрессию как α1β1, так α2β1 на 

эндотелиальных клетках, а функциональная блокада антителами обоих 

интегринов приводит к подавлению VEGF-индуцированного ангиогенеза [62]. 

Интегрин α4β1, рецептор для VCAM и CS-1 фибронектина, способствует 

хоумингу ЭПК в ткани и неоваскуляризации. Адгезия CD34+ ЭПК человека и 

мышей к эндотелиальным клеткам in vitro и in vivo опосредована интегрином α4β 

[35]. Также показано, что интегрин αvβ3 экспрессируется при стимуляции 

ангиогенными факторами в моделях ангиогенеза, а экспрессия на эндотелиальных 

клетках α2β1-интегрина стимулируется такими проангиогенными ростовыми 

факторами, как FGF, TNF-α и IL-8. 

Взаимодействие интегринов и внеклеточного матрикса также имеет 

решающее значение для приведения эндотелиальных клеток в биполярное 

состояние и образования сосудистых структур [224]. 

Кроме того, внеклеточный матрикс является источником как 

проангиогенных, так антиангиогенных пептидов [195; 313]. 

Таким образом, белковые компоненты вунеклеточного матрикса яаляются не 

только каркасом для эндотелиальных клеток, но и активными участниками 

клеточных и цитокиновых взаимоотношений. 
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1.1.4 Способы стимуляции неоангиогенеза 

 

Среди стратегий, направленных на восстановление эффективной перфузии 

ишемизированного миокарда и улучшения функционального состояния сердца, 

выделяют два главных способа стимуляции неоангиогенеза: 1) факторами роста 

[284; 345]; 2) СПК, в том числе эндотелиальными прогениторными клетками [9; 

85; 249;357]. 

 

1.1.4.1 Факторы роста в стимуляции ангиогенеза 

 

В настоящее время разработаны эффективные системы доставки 

проангиогенных факторов на основе плазмид и векторов [284;345], проведены 

исследования эффективности их действия [275]. Первоначально исследования 

были ориентированы на использование трех ангиогенных факторов – VEGF, FGF, 

HGF [231]. Показано, что перенос генов ангиогенных факторов не вызывал 

серьезных побочных эффектов, но длительного терапевтического эффекта 

достигнуто не было. Очевидно это связано не только с быстрой деградацией и 

элиминацией генетических конструкций, но и отсутствием технической 

возможности использования комплекса ростовых факторов, необходимых для 

обеспечения и стимулирования процесса неоангиогенеза [232]. 

 

1.1.4.2 Клетки-кандидаты для регенерации сосудов 

 

В настоящее время неуклонно пополняется список клеток разного 

происхождения и с различными свойствами, которые потенциально могут 

способствовать регенерации сосудов и развитию новой сосудистой сети.  

Источниками клеток для регенерации сосудов может служить костный мозг.  

Клетки костного мозга (ККМ) представляют гетерогенную клеточную 

популяцию и содержат кроме ЭПК и ГСК, мультипотентные мезенхимальные 

стромальные клетки (ММСК) [307; 319]. В многочисленных экспериментальных 
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моделях in vivo показано, что трансплантация ККМ улучшает функциональное 

состояние миокарда при остром инфаркте и хронической ишемии [24; 28; 34; 142]. 

Немало споров о механизмах, с помощью которых ККМ способствуют 

регенерации. В более ранних работах высказывается мнение о возможности 

дифференцировки ККМ в специализированные органные клетки, в частности в 

кардиомиоциты [270; 281], но последующие исследования не подтвердили 

полученные экспериментальные данные [250; 269]. В некоторых исследованиях 

рассматриваются механизмы дифференцировки ККМ в эндотелиальные клетки и 

их паракринное действие путем продукции ростовых проангиогенных факторов 

[77; 250]. Показано, что ММСК способны дифференцироваться в эндотелиальные 

клетки и образовывать сосудистую сеть in vitro [285; 354], а также способствовать 

кардиоваскулярной репарации паракринным механизмом путем секреции 

проангиогенных пептидов, включая инсулиноподобный фактор роста-1 (IGF-1), 

FGF, VEGF и ангиопоэтин-1 (Ang-1) [244; 352]. 

ЭПК, в частности селектированные популяции CD34+ или CD133+ клеток, 

способствуют ангиогенезу и улучшают сердечную функцию и в моделях на 

животных, и в проводимых клинических исследованиях [84; 179; 328; 351]. 

Стромальные васкулярные клетки, выделенные из жировой ткани, активно 

исследуются для возможности стимуляции репаративных процессов [121; 296]. 

Эти клетки экспрессируют как гемопоэтические, так и эндотелиальные маркеры, и 

способны дифференцироваться в эндотелиальные клетки in vitro и in vivo [121; 

157]. Проангиогенный эффект этих клеток может быть связан как с секрецией 

цитокинов, предотвращающих апопотоз эндотелиальных клеток, так и 

внедрением их в сосудистую сеть. Показано, что интракоронарное введение 

стромально-васкулярной фракции жировой ткани в моделях инфаркта миокарда 

приводит к улучшению перфузии миокарда [40; 219]. 

Мультипотентные кардиоваскулярные стволовые клетки, способные 

дифференцироваться в кардиомиоциты, гладкомышечные и эндотелиальные 

клетки, сначала были идентефицированны в сердце эмбрионов [134]. 

Самовозобновляющиеся мультипотентные клетки выделены и из взрослого сердца 
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[93; 155]. Показано, что введение этих клеток в поврежденный миокард мышей 

приводит к улучшению функционального состояния сердца [225], а 

предварительная активация мышечных клеток факторами роста способствует 

развитию сосудистой сети и уменьшению размера инфаркта [153]. 

Эмбриональные стволовые клетки (ЭСК) способны к самообновлению и 

дифференцировке в различные типы клеток, но при использовании человеческих 

эмбрионов возникает много этических проблем. Недавно был предложен способ 

получения плюрипотентных клеток путем репрограммирования зрелых 

фибробластов [208; 209] и получения индуцированных плюрипотентных клеток 

(ИПК) путем трансдукции генов, кодирующих четыре фактора транскрипции 

стволовых клеток. 

ИПК могут подвергнуться дифференцировке как в кардиомиоциты, так и в 

гладкомышечные клетки и эндотелиальные клетки [165; 290; 385]. Показано, что 

эндотелиальные клетки, полученные из ЭСК, при введении в организм способны 

интегрировать в циркуляторное русло [372], способствуют реваскуляризации в 

моделях инфаркта [107]. В работе, отслеживающей судьбу трансплантированных в 

инфацированный миокард эндотелиальных клеток, полученных из ЭСК, показано, 

что эти клетки визуализируются в течение длительного срока после инфаркта и 

повышают плотность сосудов в миокарде [107]. 

Но у плюрипотентности ЭСК/ИПК есть и негативная сторона – способность 

к образованию тератом. И не смотря на успешные доклинические исследования 

по применению ИПК, внедрение этих клеток в клиническую практику требует 

многих технических манипуляций [269]. 

Рядом исследователей были выявлены другие популяции клеток, способные 

дифференцироваться в эндотелиоциты и способствовать образованию сосудов 

[188]. Сосудистая стенка, селезенка, адвентиция также могут быть источниками 

ЭПК [122; 202; 373]. Выявлен высокий уровнь прогениторных клеток в 

кишечнике и в печени [277]. 

Таким образом, на сегодняшний день выделяют несколько возможных 

источников эндотелиальных клеток. Точный вклад различных СПК в 
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формирование сосудов все еще находится в процессе интенсивного исследования. 

 

ЗАКЛЮЧЕНИЕ 

 

Образование новых сосудов во взрослом организме может происходить как 

путем ангиогенеза из предсуществующих зрелых эндотелиальных клеток, так и 

путем васкулогенеза из ЭПК de novo. В регуляции всех этапов ангиогенеза 

(пролиферация, миграция, адгезия эндотелиальных клеток, образование 

сосудистых структур) большая роль пренадлежит ангиогенным факторам, 

продуцируемым различными типами клеток – клетками лимфоидного и 

миелоидного ряда, эндотелиальными клетками. Причем ангиогенные факторы 

являются активными медиаторами межклеточных взаимодействий и участниками 

цитокиновой сети, взаимовлияя друг на друга. В то же время неоангиогенез 

зависит и от окружающего клетки внеклеточного матрикса, сигнализация 

белковых компонентов которого способствует регулированию функционального 

состояния контактирующих с ним клеток.  

Выделяют несколько возможных подходов стимуляции кровоснабжения 

ишемизированного миокарда, одним из которых являются СПК, в том числе ЭПК. 

Список клеток взрослого организма для стимуляции ангиогенеза неуклонно 

пополняется, тем не менее, точный вклад различных СПК клеток в формирование 

сосудов все еще находится в процессе интенсивного исследования. 

ЭПК могут являться не только обязательными участниками васкулогенеза, 

но и стимуляторами ангиогенеза и артериогенеза. 

 

1.2 Эндотелиальные прогениторные клетки в стимуляции ангиогенеза 

 

1.2.1 Фенотипическая характеристика популяций циркулирующих 

эндотелиальных прогениторных клеток 

 

Для идентификации ЭПК из периферической крови Asahara T. [70; 226] 
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использовал 2 маркера: антиген гемопоэтических предшественников – CD34 и 

зрелых эндотелиальных клеток – рецептор фактора роста эндотелия сосудов 

(VEGFR2/kinase insert domain-containing receptor – KDR). Указанная работа 

послужила началом изучения фенотипа, источников происхождения и роли ЭПК в 

процессе неоангиогенеза ишемизированных тканей. 

Вопросы точного определения ЭПК продолжают широко обсуждаться. 

Методом идентификации ЭПК является проточная цитометрия, которая на 

основании иммунного мечения клеток позволяет идентифицировать определенные 

экстраклеточные маркеры [148]. 

В настоящее время считается, что ЭПК должны экспрессировать, по 

крайней мере, один антиген незрелых СПК (например, CD34 или CD133), а также, 

по крайней мере, один антиген зрелых эндотелиальных клеток (обычно VEGFR2, 

иногда CD31).  

Некоторые авторы выделяют «классическую» триаду маркеров ЭПК – 

CD34, CD133 и VEGFR2 [139; 145; 187]. 

В эмбриональном развитии клетки периферической крови и эндотелиальные 

клетки сосудов развиваются параллельно, что предполагает для них наличие 

общего предшественника – гемангиобласта [320]. И очевидно, что поверхностные 

маркеры ГСК и ЭПК являются общими. Так, CD34 экспрессируется тканями 

мезодермального происхождения: клетками крови, эндотелиальными клетками, 

фибробластами, эпителиальными клетками. 

CD34+ клетки периферической крови способны дифференцироваться в 

зрелые эндотелиальные клетки. Показано, что культивирование клеток, 

экспрессирующих CD34 маркер, в специальных условиях на фибронектине 

приводит к экспрессии маркеров зрелых эндотелиальных клеток – VEGFR2, CD31 

и eNOS [70]. В то же время известно, что CD34 маркер экспрессируется в 

незначительном количестве и на зрелых эндотелиальных клетках [91]. 

Другим маркером ЭПК является CD133. Полагают, что популяция ЭПК, 

экспрессирующих CD133 маркер, является «незрелой» популяцией клеток и более 

«ранним» предшественником по сравнению с популяцией ЭПК, экспрессирующей 
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CD34, поскольку фенотип CD133+ характерен только для 

малодифференцированных типов клеток [148; 192]. 

VEGFR2 является маркером зрелых эндотелиальных клеток, опосредует 

сигнал фактора роста эндотелия сосудов. Соответственно популяция ЭПК, 

экспрессирующих поверхностные маркеры CD34/VEGFR2, является более 

«зрелой». В исследованиях ряда авторов было показано, что ЭПК с фенотипом 

CD34+/VEGFR2
+ присутствуют в пуповинной крови человека и в периферической 

крови после мобилизации ККМ в периферическое русло введением G-CSF [145; 

351]. 

Также среди циркулирующих ЭПК выделяют популяцию клеток, 

экспрессирующих молекулу CD31 (молекула тромбоцитарно-эндотелиальной 

адгезии-1). Клетки с фенотипом CD34+/CD31+ характеризуют морфо-

функционально как «зрелую» популяцию ЭПК. Показано, что маркер CD31 

экспрессируется как эндотелиальными клетками и ЭПК, так и кроветворными 

клетками, такими как моноциты, тромбоциты, нейтрофилы, натуральные киллеры, 

мегакариоциты и некоторые Т-клетки. Молекула CD31 участвует в адгезии как 

между эндотелиальными клетками, так и между эндотелиальными клетками и 

ЭПК [91; 148; 235]. 

Некоторые авторы считают, что ЭПК происходят из клеток, не 

экспрессирующих CD133 маркер [124; 190], другие выделяют две субпопуляции 

ЭПК – более примитивные CD133+/CD34+/VEGFR2
+ и более зрелые              

CD133–/CD34+/VEGFR2
+ клетки [80]. 

Вышеизложенные предположения подтверждаются результатами анализа 

экспрессии генов в популяции ЭПК с фенотипом CD45low/CD34+/CD133+. 

Установлено, что интенсивность экспрессии гена маркера CD34 сохраняется до 

21 дня культивирования данной популяции ЭПК, а экспрессия CD133 выявляется 

на ранних сроках культивирования до 7 дня [57]. В то же время изначально 

слабовыраженная экспрессия VEGFR2 увеличивается к концу культивирования. 

Исходя из этих данных, авторы полагают, что поверхностная молекула CD133 

является «ранним» маркером идентификации ЭПК, а коэкспрессия молекул CD34 
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и CD133 предположительно служит маркером циркулирующих в периферической 

крови ЭПК человека [359]. На основании разных сроков экспрессии генов CD133 

и VEGFR2 авторы делают вывод, что первые являются идентификаторами 

«ранних» ЭПК, а вторые – более «зрелых» ЭПК. 

Кроме того было показано, что периферическая кровь содержит популяцию 

клеток моноцитарного происхождения с фенотипом CD14+/CD34–, которые по 

функциональным характеристикам идентичны ЭПК, могут дифференцироваться в 

эндотелиальные клетки in vitro и образовывать сосудистую сеть in vivo. Исходя из 

вышеизложенного, становится очевидным, что клетки с фенотипом 

CD14+/VEGFR2
+ являются «зрелой» популяцией ЭПК моноцитарного 

происхождения [105; 277; 280; 310]. 

В настоящее время нет единой точки зрения на то, какие именно маркеры 

определяют фенотип ЭПК [63; 130]. В связи с этим не существует уникальных 

поверхностных маркеров для идентификации циркулирующих ЭПК [185]. 

Поскольку циркулирующие ЭПК представляют собой разнородные популяции 

клеток, то для их фенотипической характеристики используют комбинации 

различных поверхностных маркеров. 

 

1.2.2 Эндотелиальные прогениторные клетки как диагностический и 

прогностический биомаркер 

 

Установлено, что комплекс различных факторов кардиоваскулярного риска 

оказывает негативное влияние в отношении возникновения и прогрессирования 

ИБС.  

Предполагается, что этот эффект опосредуется через механизмы 

мобилизации ЭПК, которые играют важную роль в восстановлении 

поврежденного сосудистого эндотелия и миокарда, а также в неоваскуляризации 

ишемизированных тканей [25; 26; 129]. Ишемия миокарда приводит к 

мобилизации ЭПК из костного мозга, а циркулирующие в периферической крови 
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ЭПК могут выступать в качестве биомаркеров тяжести заболевания, прогноза и 

ответа на терапию [43; 129]. 

Показано, что пониженный уровень циркулирующих ЭПК связан с высоким 

риском возникновения ишемической болезни сердца и инфаркта [148]. 

Количество ЭПК в периферической крови может зависеть от тяжести 

клинического течения ИБС. В ряде работ показано, что количество ЭПК у 

больных с острым инфарктом связано с благоприятным исходом заболевания [261; 

350]. На ранних стадиях заболевания количество ЭПК, как правило, не изменено, 

но при прогрессировании ХСН значительно снижается [81; 311]. Имеется четкая 

связь между повышением количества циркулирующих ЭПК и снижением риска 

осложнений сердечно-сосудистых заболеваний [303]. Количество циркулирующих 

ЭПК также является независимым предиктором выживания при ХСН, наряду с 

возрастом больных [89]. 

Необходимо отметить, что у пациентов с ХСН изменяется не только уровень 

циркулирующих ЭПК, но и ухудшается их функциональное состояние [243; 329]. 

Кроме того, такие факторы риска, как возраст, курение и воспаление ведут к 

ухудшению функциональной активности ЭПК [128; 303; 306]. 

Таким образом, можно предположить, что ЭПК связаны с развитием и 

течением ИБС, оказывают сосудопротективное действие и участвуют в процессах 

неоваскуляризации ишемизированных тканей. 

 

1.2.3 Участие эндотелиальных прогениторных клеток в процессах 

неоваскуляризации 

 

Быстрое восстановление поврежденного или обнаженного эндотелия 

является важным фактором в поддержании целостности сосуда и предотвращении 

гиперплазии интимы. Появляется все больше свидетельств того, что ЭПК 

способны мигрировать в область ишемии и активно участвовать в 

неоваскуляризации поврежденных тканей [1; 33; 38; 119; 125; 126; 148; 207; 346].  



 36

ЭПК считаются перспективными кандидатами для стимулирования 

ангиогенеза при различных заболеваниях, таких как ИБС, инсульт, атеросклероз, 

ишемия нижних конечностей и др. [228; 328; 378]. 

В различных экспериментальных моделях показано, что регенерация 

сосудов осуществляется не только за счет эндотелиальных клеток реципиентов, но 

и что эндотелизация может происходить исключительно клетками донора [92; 

132]. В моделях ишемии как введенные ЭПК, так и мобилизованные эндогенные 

ЭПК, способствуют восстановлению монослоя эндотелия и снижению 

гиперплазии интимы [4; 100]. 

Не смотря на то, что степень реэндотелизации у животных выше, чем у 

человека, даже в отсутствии механического повреждения сосудов до 25 % 

введенных человеку ЭПК визуализируются в эндотелие аорты [274]. А ЭПК, 

введенные в зону экспериментального миокарда, активно функционируют, 

приводя к развитию коллатералей и повышению плотности капилляров, 

уменьшению размера зоны инфаркта и снижению апоптоза кардиомиоцитов, что 

сопровождается увеличением фракции выброса левого желудочка и улучшением 

функционального состояния миокарда [222]. 

Показано, что введенные в миокард ЭПК локализуются в области 

новообразованных сосудов миокарда и способны дифференцироваться в зрелые 

эндотелиальные клетки [227]. Yang J. продемострировал, что популяция CD34+ 

ЭПК способна встраиваться в уже сформированную зрелыми эндотелиальными 

клетками сосудистую сеть in vitro [82]. Введение данной популяции ЭПК при  

моделировании инфаркта у животных приводит к уменьшению зоны фиброза и 

значительному увеличению кровоснабжения миокарда. 

В ряде исследований демонстрируется, что введение выделенных из 

периферической крови ЭПК, культивированных ex vivo, по данным сцинтиграфии 

приводит к улучшению кровоснабжения тканей, способствует увеличению 

плотности сосудов у мышей и крыс [210; 222]. 

Пилотные клинические исследования с применением ККМ, начатые в 

1999 году, показали безопасность и эффективность введения СПК, связанную с 
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улучшением кровоснабжения и функционального состояния левого желудочка [15; 

19; 36; 79; 84; 223; 366]. 

Введенные в миокард ЭПК, культивированные ex vivo, значительно 

улучшают коронарный резерв кровотока и функцию левого желудочка у больных с 

инфарктом миокарда [354]. Также показана эффективность интракоронарного 

введения популяций CD34+ и СD133+ ЭПК пациентам с ХСН, что приводит к 

увеличению фракции выброса левого желудочка, уменьшению зоны инфаркта в 

мышце и улучшению кровоснабжения миокарда [201]. 

Имеются противоречивые данные о количестве ЭПК, встраивающихся в 

стенки сосудов в области ишемии и неоагниогенеза. Так, ряд исследований 

подтверждает хорошую степень включения ЭПК в ишемизированную ткань, но в 

других исследованиях СПК костного мозга обнаруживаются только рядом с 

сосудом и не экспрессируют маркеры эндотелиальных клеток [71; 258]. 

Также были проведены сравнительные исследования оценки степени 

неоваскуляризации после введения ЭПК и дифференцированных моноцитарных 

клеток. Показана способность ЭПК внедряться в новообразованные сосудистые 

структуры и экспрессировать на поверхности клеточной мембраны 

эндотелиальные маркеры in vivo [72; 156]. При этом введение макрофагов 

(которые, как известно, способны продуцировать факторы роста, но не способны 

дифференцироваться в сосудистые структуры), вызывает лишь незначительное 

увеличение неоваскуляризации после экспериментальной ишемии [69].  

Ряд авторов демонстрируют клиническую эффективность интракоронарного 

введения, как целостной фракции клеток костного мозга, так и популяции CD34+ 

ЭПК. Отмечено возрастание фракции выброса левого желудочка на 5 %, 

улучшение перфузии миокарда по данным сцинтиграфии [60; 199; 245; 295; 365]. 

В ряде исследований показано незначительное улучшение функционального 

состояния миокарда после введения СПК, а в некоторых из них – отсутствие 

положительного результата [11; 54; 61; 220].  

Однако сравнение результатов клинической эффективности этих и других 

исследований не является корректным, поскольку исследования различаются как 
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по методам выделения клеток, так и по дозе и времени введения после 

перенесенного инфаркта. Эти противоречивые результаты обусловлены и 

использованием клеток с разным фенотипом и функциональным состоянием 

[326]. Таким образом, результаты проведенных исследований свидетельствуют о 

необходимости характеристики клеточных популяций с ангиогенными 

свойствами. 

В связи с активным применением ЭПК и других типов СПК для лечения 

сосудистых заболеваний в настоящее время сформулировано понятие 

терапевтического ангиогенеза [18], целью которого является обеспечение 

реваскуляризации ишемизированных тканей за счет стимуляции естественных 

процессов образования и роста сосудов. Стратегия ангиогенной терапии включает 

в себя и введение СПК. 

Однако конкретный вклад ЭПК в неоваскуляризацию по-прежнему 

обсуждается. Возможно, что ЭПК могут напрямую встраиваться в стенки сосудов, 

или проникают в периваскулярные пространства и способствуют 

неоваскуляризации опосредованно через секрецию паракринных факторов. 

 

1.2.4 Функциональные свойства эндотелиальных прогениторных 

клеток 

 

Для эффективной стимуляции ангиогенеза ЭПК должны обладать рядом 

функциональных свойств – способностью мигрировать из мест локализации 

(например, из костного мозга) в ответ на внешние стимулы, такие как тканевая 

ишемия или влияние мобилизирующих факторов, успешно достигать мест 

ишемии, и принимать участие в образовании сосудов. 

 

1.2.4.1 Мобилизация эндотелиальных прогениторных клеток из 

костного мозга в периферическую кровь 

 

Ниша стволовых клеток служит специальным местом, где ЭПК находятся 
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как в недифференцированном, покоющемся состоянии, так и в 

дифференцированной форме [39; 381]. Вспомогательные клетки ниши 

взаимодействуют со стволовыми клетками и регулируют их самоподдержание и 

дифференцировку. 

Выход СПК из ниши и поступление в периферическое русло крови 

происходит под влиянием различных стимулов, основным из которых является 

гипоксия. Гипоксия является преобладающим физиологическим сигналом, 

вызывающим мобилизацию и ЭПК из костного мозга и хоуминг ЭПК в 

ишемизированные ткани [86]. Этот процесс находится под контролем фактора 

индукции гипоксии (HIF-1), что приводит к активированию проангиогенных 

пептидов, в том числе стромального фактора 1 (SDF-1) и его рецептора CXCR4. 

Связь сигнализирующей молекулы SDF-1 с CXCR4 является важным механизмом 

в нише костного мозга, который регулирует мобилизацию и ГСК, и ЭПК [238; 

335].  

Тем не менее, SDF-1 также в большом количестве продуцируется в костном 

мозге вокруг синусоидов, вблизи эндоста и действует как фактор, удерживающий 

прогениторные или стволовые клетки в костном мозге [248]. Высокая 

конститутивная экспрессия SDF-1 в гипоксических условиях костного мозга 

позволяет поддерживать стволовые клетки в стабильном состоянии [180]. Клетки 

в местах ишемии секретируют ростовые факторы, хемокины, матриксные 

металлопротеиназы, которые способствуют рекрутированию стволовых клеток. 

Важными HIF-регулируемыми факторами мобилизации ЭПК являются ряд 

цитокинов – G-CSF, GM-CSF, VEGF, Epo, IL-8 [101; 331]. 

Кроме того, мобилизация ЭПК зависит от биодоступности NO в костном 

мозге. Последние исследования показывают, что NO, продукция которого 

регулируется e-NOS, играет важную роль в ангиогенезе с участием зрелых 

эндотелиальных клеток и неоангиогенезе с участием ЭПК [44; 110;]. Эти данные 

согласуются с тем фактом, что у мышей с дефицитом e-NOS снижена 

мобилизация ЭПК, демонстрируя роль NO в мобилизации СПК в периферическое 

русло крови [53; 123]. 
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Также обсуждаются новые механизмы мобилизации СПК с участием 

кининов и ангиотензина, системы комплемента, липидных медиаторов, 

нейротрофинов [298; 343]. 

На сегодняшний день молекулярные сигнальные пути, по которым 

осуществляется мобилизация ЭПК из костного мозга в периферическое русло, 

пока не определены. Однако некоторые исследования указывают на важную роль 

в индуцированном повышении уровня ЭПК в крови активации PI3K/Akt-пути [44; 

342]. 

После мобилизации из костного мозга в кровеносное русло по «градиенту» 

гипоксии СПК проникают в поврежденные органы и ткани. 

 

1.2.4.2 Миграция и хоуминг эндотелиальных прогениторных клеток 

 

Рекрутирование стволовых клеток в очаг ишемии имеет сходство с 

воспалительным ответом. Прогениторные клетки взаимодействуют с 

поврежденным монослоем эндотелия подобно тому, как лейкоциты 

взаимодействуют с активированными эндотелиальными клетками [266]. 

Молекулы адгезии, вовлеченные в движение и адгезию лейкоцитов, 

идентифицированы как ключевые регуляторы хоуминга ЭПК. Начальная стадия 

хоуминга прогениторных клеток в ишемическую ткань включает адгезию 

прогениторных клеток к эндотелиальным клеткам и трансмиграцию через 

эндотелиальный монослой, обусловленную интегринами [267]. Селектины         

(P-selectin, E-selectin) обусловливают начальный процесс, интегрины                  

(b2-integrins), молекулы адгезии (ICAM-1, VCAM-1) способствуют адгезии и 

миграции ЭПК к поврежденному эндотелиальному монослою, катепсины 

(cathepsin L) и металлопротеиназы (MMP-2) способствуют деградации матрикса и 

инвазии ЭПК [317].  

ЭПК начинают дифференцироваться в эндотелиальные клетки еще по мере 

движения к поврежденным тканям. Инициируют этот каскад цитокины (VEGF и 

SDF-1) и механическое давление, оказываемое током крови [330]. Далее 
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происходит аутокринная и паракринная активация ЭПК, в результате которой 

осуществляется пролиферация и дифференцировка ЭПК, и новообразование 

сосудов [149]. Адгезия и трансмиграция являются составной частью хоуминга 

ЭПК и СПК в ткани с активным ангиогенезом и в зону ишемии. 

Миграция ЭПК контролируется также SDF-1, который способствует 

хоумингу ЭПК в места повреждения эндотелия. Показано, что уже после первого 

дня индукции инфаркта миокарда в эксперименте увеличивается уровень SDF-1 в 

периферической крови, что стимулирует миграцию прогениторных клеток в 

ишемизированную ткань миокарда [59]. 

В ряде работ подчеркивается роль антагонистов CXCR4, например, 

Рlerixafor (AMD3100), который блокирует связывание SDF-1 с CXCR4 и тем 

самым улучшает мобилизацию СПК из костного мозга, что приводит к 

восстановлению миокарда после ишемии [46; 339].  

Кроме того, недавние исследования выявили прямую сопряженность 

количества ЭПК с фенотипом CD34+/CXCR4
+, мобилизованных G-CSF, с 

увеличением фракции выброса у пациентов с инфарктом миокарда [260], а также 

вовлеченность CD34+/CXCR4
+ ЭПК в процессы ангиогенеза in vitro и in vivo [364]. 

Таким образом, мобилизация, миграция и хоуминг СПК из костного мозга и 

пути мобилизации регулируются комплексным взаимодействием молекул адгезии, 

цитокинов, протеолитических ферментов, стромальных клеток, ГСК и ЭПК. 

ЭПК, достигнув поврежденных тканей, начинают активно принимать 

участие в репарации сосудов как путем васкулогенеза, образуя новые кровеносные 

сосуды, так и путем продукции различных цитокинов и ростовых факторов, в том 

числе и медиаторов ангиогенеза, стимулируют резидентные эндотелиальные 

клетки. 

Эффективность неоваскуляризации может быть связана как с включением 

ЭПК в новообразованные сосуды, так и с паракринным эффектом, обусловленным 

секрецией клетками проангиогенных факторов, направленных на стимуляцию 

ангиогенеза. 
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1.2.4.3 Цитокинпродуцирующая активность циркулирующих 

эндотелиальных прогениторных клеток и роль паракринных механизмов в 

неоваскуляризации 

 

Установлено, что СПК костного мозга продуцируют широкий спектр 

ростовых факторов с проангиогенным действием: ангиопоэтин-1, VEGF, HGF, 

FGF, TGF-β, IL-1, IL-6, IL-10, IL-18, TNF-α, белок хемоаттрактант моноцитов 

(MCP), GM-CSF, G-CSF и др. [236; 244]. При этом спектр продуцируемых 

цитокинов и ростовых факторов исследован у общей популяции клеток костного 

мозга, которая кроме ЭПК содержит ГСК, ММСК. Что касается продуцирующей 

активности циркулирующих ЭПК, то данные немногочисленны и в основном 

касаются определения секретома адгезивных культивируемых в ранние сроки 

ЭПК. 

Группа ученых под руководством J. Rehman исследовала уровень 

проангиогенных секреторных факторов ЭПК. Показано, что адгезивная фракция 

ЭПК, экспрессирующая моноцитарные маркеры, не отличаясь высоким 

пролиферативным потенциалом, секретирует ростовые факторы – VEGF, HFG,    

G-CSF, GM-CSF [310]. Содержание VEGF и G-CSF в кондиционной среде 

культивируемых ЭПК является наиболее высоким. В более поздней работе 

исследуется сравнительный секретом этих факторов, но в ранние и поздние сроки 

культивирования [312]. 

Другими авторами показано, что кондиционная среда при культивировании 

ЭПК доноров содержит VEGF, G-CSF, IL-8 и IL-17, причем возраст не влияет на 

уровень секреции данных цитокинов [42]. 

При культивировании в течение 72 часов ЭПК крыс продуцируют 

ангиогенин, HGF, IL-8, PDGF, SDF-1 и VEGF. Отмечено, что уровень секреции 

цитокинов значительно выше в гипоксических условиях [353]. 

Также показано, что CD34+133+ ЭПК мышей экспрессируют  несколько 

изоформ VEGF, причем при культивировании значительно увеличивается 

экспрессия VEGF-120 и VEGF-164 [144].  
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Исследовано, что уровень секреции IL-1β значительно выше у клеток с 

фенотипом CD34+, чем у CD34– ЭПК [194]. 

Таким образом, спектр продуцируемых ЭПК биологически активных 

молекул касается в основном факторов роста, а цитокинпродуцирующая 

активность по литературным данным исследована недостаточно. 

В настоящее время паракринное влияние путем секреции различных 

ростовых факторов и цитокинов рассматривается как основной механизм 

действия ЭПК [351; 247]. Локальные сигнальные молекулы, полный список 

которых еще предстоит определить, способствуют неоангиогенезу, влияя на все 

этапы образования сосудистых структур. Кроме того, они способны регулировать 

локальное воспаление и оказывать антиапоптотическое действие. Паракринные 

сигналы также влияют на внеклеточный матрикс и активируют соседние 

резидентные СПК [193]. 

 

ЗАКЛЮЧЕНИЕ 

 

Таким образом, за счет мобилизующих факторов различные популяции 

разной стадии дифференцировки ЭПК поступают из ниши костного мозга в 

периферическое русло крови, затем с помощью направляющих факторов путем 

хоуминга достигают ишемизированных тканей, далее путем адгезии закрепляются 

в ткани, пролиферируют и способствуют неангиогенезу. 

Однако конкретный вклад ЭПК в неоваскуляризацию по-прежнему 

обсуждается. Некоторые авторы считают, что ЭПК могут напрямую встраиваться 

в стенки сосудов, другие полагают, что ЭПК проникают в периваскулярные 

пространства и способствуют неоваскуляризации секрецией паракринных 

факторов. 

Исследования показывают, что, во-первых, приживление и выживание после 

трансплантации СПК доноров наблюдается только у 1–5 % клеток, что слишком 

мало, чтобы оказать влияние непосредственно на кровоснабжение органа.          

Во-вторых, ЭПК могут оказывать свой эффект в короткий срок после их введения, 
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что исключает их дифференцировку в зрелые эндотелиальные клетки в эти сроки. 

В-третьих, кондиционированные среды, полученные при культивировании СПК, 

оказывают сопоставимый с клетками эффект, что показано в экспериментальных 

условиях. Взятые вместе, эти косвенные и прямые данные показывают, что ЭПК 

могут улучшить кровоснабжение не путем дифференцировки в эндотелиальные 

клетки, а через сложные паракринные влияния. 

Роль различных популяций ЭПК в неоангиогенезе исследована не 

достаточно, а биологически активные молекулы, в том числе с проангиогенным 

действием, секретируемые ЭПК, охарактеризованы не в полном объеме. 

 

1.3 Влияние гранулоцитарного колониестимулирующего фактора на 

мобилизацию эндотелиальных прогениторных клеток 

 

ЭПК, которые, как правило, находятся в костном мозге, могут 

высвобождаться в циркуляцию после применения ряда биологически активных 

веществ. 

 

1.3.1 Биологические эффекты гранулоцитарного 

колониестимулирующего фактора 

 

Фармакологическая мобилизация клеток костного мозга в клинической 

практике осуществляется человеческим рекомбинантным G-CSF благодаря 

высокой эффективности и отсутствию токсичности, что позволяет обогатить 

периферическую кровь СПК, в том числе ЭПК, и выделить СПК из доступного 

источника. Данная процедура служит альтернативой забора костного мозга [223]. 

G-CSF способствует мобилизации ЭПК двумя механизмами. Во-первых, 

подавлением экспрессии стромальными клетками SDF-1 и активацией протеаз, 

препятствующих связыванию CXCR4, уменьшая функцию интегрина-β1.           

Во-вторых, дополнительным увеличением сывороточных уровней хемокинов, 

цитокинов и факторов роста [8; 27; 161; 309; 343]. 
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Биологические эффекты G-CSF обусловлены связыванием с рецептором, 

экспрессирующимся на гранулоцитах. Протеолитические ферменты, такие, как 

эластаза, катепсин-G, ММР-9, высвобожденные из активированных нейтрофилов 

и моноцитов, могут деградировать и/или инактивировать молекулы адгезии 

(VCAM-1/VLA-4), хемокины (SDF-1/CXCR4), что приводит к нарушению 

контакта между СПК и костномозговым окружением. В результате перечисленных 

процессов ГСК и ЭПК мигрируют из костного мозга в периферическую кровь. 

В экспериментальных исследованиях показано, что мобилизация G-CSF 

может быть обусловлена и непрямым сигнальным воздействием на 

костномозговое окружение [285; 358]. 

G-CSF первоначально был идентифицирован как фактор роста для 

нейтрофилов [103], причем экспрессия рецептора к G-CSF возрастает по мере 

дифференцировки СПК в зрелые клетки миелоидного ряда. Эффекты G-CSF на 

клетки кроветворной системы включают не только стимуляцию пролиферации и 

дифференцировки СПК, но активацию эффекторных функций циркулирующих 

клеток крови. Показано, что связывание G-CSF с его рецептором может 

стимулировать миелоидный, лимфоидный, эритроидный, мегакариоцитарный 

ростки кроветворения, а также активировать зрелые эндотелиальные клетки [48]. 

 

1.3.2 Эффективность мобилизации эндотелиальных прогениторных 

клеток введением гранулоцитарного колониестимулирующего фактора 

 

Известно, что ЭПК с фенотипом CD34+/CD133+/VEGFR2
+ в небольшом 

количестве присутствуют в периферической крови у здоровых людей, а после 

проведения мобилизации G-CSF у доноров их количество значительно возрастает. 

Наиболее часто используемая доза G-CSF для мобилизации у здоровых 

доноров в гематологической практике составляет 10 мкг/кг веса подкожно в 

течение пяти дней. Различные авторы не обнаружили увеличения количества 

CD34+ ЭПК при более высоких дозах G-CSF [137; 265].  

Показано, что в периферической крови здоровых доноров количество ЭПК 
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с фенотипом CD34+ при мобилизации возрастает в 34 раза, а количество ЭПК с 

фенотипом CD34+/133+ увеличивается в 40 раз [282]. Содержание ЭПК 

моноцитарного происхождения с фенотипом CD14+/VEGFR2
+ в периферической 

крови у здоровых доноров составляет 2 % от общей популяции моноцитов и при 

мобилизации также увеличивается [280]. 

В то же время у пациентов с ИБС количество циркулирующих ЭПК 

снижено. Доза G-CSF, используемая для мобилизации СПК у пациентов ИБС, 

варьирует, но является менее 10 мкг/кг, чаще всего 2,5–5,0 мкг/кг  [223]. 

Показано, что стимуляция G-CSF приводит к увеличению количества в 

периферической крови ЭПК с фенотипом CD34+/CD133+ и CD34+/VEGFR2+ с 

(0,5 ± 0,2) × 103/мл до (59,5 ± 10,6) × 103/мл и с (0,0007 ± 0,04) × 103/мл до 

1,9 ± 0,6) × 103/мл соответственно. Количество ЭПК с фенотипом CD34+/CD31+ 

увеличивается с (4 ± 28) × 103/мл до (183 ± 66) × 103/мл. Также установлено, что у 

пациентов с ХСН количество CD34+ клеток увеличивается с (1,9 ± 0,2) × 103/мл до 

(55,7 ± 11,1) × 103/мл [282]. 

Другими авторами также показано, что при введении G-CSF происходит 

увеличение количества циркулирующих ЭПК с фенотипом CD34+/CD133+, что 

сопровождается улучшением функционального состояния миокарда после 

ишемии [162; 164]. 

Mozid A. M. продемонстрировал, что введение G-CSF пациентам с 

ишемической сердечной недостаточностью приводит не только к увеличению 

количества циркулирующих CD34+ ЭПК, но и улучшает их функциональное 

состояние [247]. В работе авторов [112] показано, что в модели поражения 

коронарных артерий при болезни Кавасаки у мышей снижается воспалительная 

инфильтрация тканей, увеличивается количество эластина в них, что связано с 

пролиферацией, адгезией и миграцией ЭПК. 

Таким образом, мобилизация путем введения G-CSF приводит к выходу из 

костного мозга ЭПК не толко у здоровых людей, но и у пациентов ишемической 

сердечной недостаточностью. 
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1.3.3 Влияние гранулоцитарного колониестимулирующего фактора на 

биологически активные молекулы 

 

G-CSF также моделирует функциональное состояние циркулирующих 

клеток крови, так как рецептор к G-CSF экспрессируется не только на 

недифиренцированных СПК и ЭПК, но и на зрелых эндотелиальных и 

гемопоэтических клетках [73; 176]. 

В литературе имеются единичные данные о влиянии мобилизации G-CSF на 

цитокинпродуцирующую активность клеток периферической крови. В основном 

это данные у здоровых доноров, мобилизованные клетки периферической крови 

которых применяются для аллотрансплантации при гемобластозах. 

Начальные исследования показали, что G-CSF изменяет продукцию про- и 

противовоспалительных цитокинов МНК периферической крови. В частности, 

введение G-CSF приводит к снижению уровня IL-1β, IL-12, IFN-γ, IL-18 и TNF-α 

при активировании МНК воспалительным стимулом липополисахарида (ЛПС) 

[73; 167]. Также показано, что введение G-CSF снижает уровень продукции IFN-g 

и IL-4 [163]. 

В работе Hill G. R. исследовался уровень цитокинов спленоцитов мышей 

при мобилизации, секретируемых Т-хелперами 1-го типа (IFN-γ и TNF-α),            

Т-хелперами 2-го типа (IL-4, IL-5 и IL-10) и Т-хелперами 17-го типа (IL-17) [337]. 

Введение G-CSF не изменяет секреции IFN-γ и TNF-α, но приводит к снижению 

уровней IL-4 и увеличению IL-5, IL-10, IL-17. 

У доноров снижается продукция IL-4, и повышается IFN-γ и IL-2 [173]. 

Также показано, что экспрессия IL-10 моноцитами у доноров и у пациентов с 

гемобластозами увеличивается после мобилизации, и повышается в ответ на 

провоспалительные стимулы при культивировании [198]. 

При исследовании цитокинов в сыворотке крови при мобилизации показано, 

что уровень IL-12, TNF-α и IL-6 не изменяется [169]. 

Таким образом, малочисленные исследования секреторного уровня 

цитокинов при мобилизации G-CSF касаются доноров или экспериментальных 
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данных у животных. У пациентов с ХСН в процессе мобилизации G-CSF 

секреторная активность клеток периферической крови не исследована. 

 

1.3.4 Эффективность введения мобилизованных гранулоцитарным 

колониестимулирующим фактором эндотелиальных прогениторных клеток 

при ишемии миокарда 

 

В экспериментальных моделях инфаркта миокарда введение G-CSF 

способствует мобилизации ЭПК в ткани сердца, улучшает регенерацию 

кардиомиоцитов и кровеносных сосудов [17]. Было показано, что введение G-CSF 

приводит к снижению индуцированного апоптоза кардиомиоцитов и 

предотвращению ремоделирования сердца после инфаркта миокарда [55; 162; 

271]. Кроме того, при введении G-CSF отмечена активация ангиогенеза и 

возрастание уровня экспрессии ICAM-1 на эндотелиоцитах [158]. 

В нескольких клинических исследованиях с использованием G-CSF для 

мобилизации СПК как монотерапии после инфаркта миокарда, не удалось 

улучшить функцию сердечной мышцы [76; 115; 160; 175; 259; 318; 336]. 

Отсутствие клинического эффекта было обусловлено ограничениями в 

дизайне исследований, а также влияния G-CSF на сигнальный путь SDF-1/CXCR4, 

что не приводит к хоумингу мобилизованных циркулирующих в периферической 

крови СПК в инфацированную ткань сердца. Рассматриваются способы 

ингибирования CXCR4, например AMD3100, применение которого в модели 

инфаркта у мышей способствует их выживанию, а также улучшению 

кровоснабжения миокарда. В то же время показано, при длительной блокаде 

CXCR4 нарушается приживляемость СПК в миокарде [98]. 

Одним из подходов стимуляции репаративных процессов в миокарде 

является сочетание мобилизации ЭПК с локальным или системным введением 

выделенных ЭПК пациенту.  

В одних исследованиях показано, что интракоронарное введение СПК, 

полученных после мобилизации G-CSF из костного мозга в периферическую 
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кровь, способствует улучшению кровоснабжения миокарда и сердечной функции 

по сравнению с одиночной терапией G-CSF у пациентов с инфарктом миокарда 

[221; 292]; в других – не приводит к выраженному увеличению фракции выброса 

левого желудочка, а также снижению класса сердечной недостаточности [164; 

343].  

При интрамиокардиальном введении мобилизованных клеток 

демонстрируется более сильный клинический эффект (повышение толерантности 

к физической нагрузке и снижение класса сердечной недостаточности) [223]. 

Таким образом, мобилизация СПК G-CSF как моноподход для терапии ИБС 

не способствует улучшению функционального состояния ишемизированного 

миокарда.  

Данные по эффективности введения мобилизованных МНК периферической 

крови являются противоречивыми, и в основном касаются интракоронарного 

способа введения. При интрамиокардиальном введении, когда клетки вводятся 

непосредственно в ишемизированный миокард, и способность их к хоумингу не 

является определяющей функциональной характеристикой, эффект более 

выражен, но результаты таких исследований являются единичными. 

 

1.3.5 Другие факторы мобилизации эндотелиальных прогениторных 

клеток 

 

Ряд ростовых факторов и цитокинов также приводят к мобилизации ЭПК из 

депо костного мозга в периферическую кровь – VEGF, Epo, IL-8, GM-CSF, 

статины и другие. 

В экспериментальных моделях было исследовано, что генная терапия VEGF 

приводит к увеличению уровня ЭПК в кровотоке [370]. Также показано, что 

VEGF в сочетании с антагонистами рецептора к SDF-1 (CXCR4) мобилизует 

исключительно ЭПК и ММСК, в то время как на популяцию ГСК влияет 

незначительно [106]. 

Введение Epo существенно увеличивает мобилизацию ЭПК и повышает 



 50

количество циркулирующих Sca-1+Flk-1+ клеток в экспериментальных моделях, 

стимулирует мобилизацию CD34+ циркулирующих прогениторных клеток у 

человека [138; 239]. Более того, выявлена корреляционная взаимосвязь между 

содержанием Epo в сыворотке крови и количеством CD34+ или CD133+ ЭПК 

костномозгового происхождения у пациентов с ИБС, что также подчеркивает 

важную роль эндогенного уровня Epo как физиологической детерминанты 

мобилизации ЭПК. 

IL-8 также мобилизует ЭПК. Так, связывание рецептора CXCR4, 

экспрессирующегося на эндотелиальных клетках, полученных из пупочной вены 

человека, с IL-8 приводит к увеличению пролиферации эндотелиальных клеток и 

образованию сосудистых структур in vitro [197]. Кроме того, установлено, что при 

остром инфаркте миокарда продукция IL-8 связана с увеличением пула 

циркулирующих CD133+ ЭПК [218]. 

GM-CSF, как и G-CSF, эффективно способствует мобилизации СD34+ ЭПК 

[276]. Надо отметить, что введение GM-CSF, в отличие от G-CSF, приводит к 

мобилизации более зрелых ЭПК, а также дендритных клеток [37]. 

Статины, относящиеся к атеропротективным препаратам, способны 

увеличивать не только количество, но и функциональную активтность ЭПК, что 

демонстрируется в экспериментах и у пациентов с ИБС [368]. 

К факторам, способствующим увеличению количества циркулирующих 

ЭПК в периферическом русле крови, также относятся эстрогены, физические 

упражнения, как у здоровых доноров, так и у пациентов с ХСН, употребление 

зеленого чая, средиземноморская диета и умеренное потребление красного вина 

[65; 113; 114; 142; 207; 253]. 

 

ЗАКЛЮЧЕНИЕ 

 

Мобилизация СПК путем введения G-CSF приводит к выходу из костного 

мозга ЭПК не только у здоровых людей, но и у пациентов ишемической 

сердечной недостаточностью. Введение G-CSF изменяет секреторную активность 
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клеток периферической крови, что показано в ряде экспериментальных работ, 

определено у доноров, однако не исследовано у пациентов с ХСН. Данные по 

эффективности введения мобилизованных G-CSF МНК периферической крови в 

основном касаются интракоронорного, а не интрамиокардиального способа 

введения и являются противоречивыми. 

Таким образом, за счет мобилизующих факторов ЭПК поступают из ниши 

костного мозга в периферическое русло крови, затем с помощью направляющих 

факторов путем хоуминга достигают ишемизированных тканей, далее путем 

адгезии закрепляются в ткани, пролиферируют и дифференцируются в «зрелые» 

эндотелиальные клетки, образуя новые кровеносные сосуды, которые улучшают 

перфузию и способствуют репарации поврежденной ткани [131; 241].  

Так, циркулирующие ЭПК, мигрируя в ткани, становятся тканевыми ЭПК. 

 

1.4 Изучение ангиогенеза in vitro 

 

1.4.1 Способы изучения ангиогенеза in vitro 

 

Для образования нового кровеносного сосуда эндотелиальные клетки 

разрушают базальную мембрану сосуда, мигрируют по направлению к 

ангиогенным стимулам, начинают пролиферировать и образуют трехмерные 

сосудистые тубулярные структуры – новые кровеносные сосуды.  

Каждый из этих этапов может быть протестирован in vitro и являться 

мишенью для воздействия. Эти методы (пролиферации, миграции и 

формирования трубочек, или сосудистых тубулярных структур) могут быть 

использованы для идентификации ангиогенных факторов роста или ингибиторов 

ангиогенеза. 

В настоящее время для изучения функциональных свойств клеток в 

исследованиях in vitro используются различные клеточные линии эндотелиальных 

клеток. Поскольку первичные культуры эндотелиальных клеток имеют 

ограниченный пролиферативный потенциал и отличаются широкой 
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вариабельностью результатов, которая зависит от особенностей доноров, то 

перевиваемые клеточные линии стабильно воспроизводят свойства 

эндотелиальных клеток, что является их существенными преимуществом. 

Одной из наиболее полно охарактеризованных перевиваемых линий 

человека является линия человеческих эндотелиальных клеток EA. hy926. По 

морфологическим, биохимическим, функциональным и генетическим 

характеристикам клетки этой линии очень близки к эндотелиальным клеткам 

макрососудов человека [203]. В связи с этим на такой перевиваемой линии 

человеческих эндотелиальных клеток EA. hy926 можно изучать различные этапы 

ангиогенеза in vitro. 

Так, показано, что миграция EA. hy926 в модели десквамированного 

монослоя увеличивается при добавлении в культуру IL-8 [217], пролиферация 

изменяется под влиянием блокаторов ангиогенеза [49], а IL-6 увеличивает 

пролиферацию и миграцию EA. hy926 [230]. Эндотелиальные клетки EA. hy926 

спонтанно секретируют IL-8, а преинкубация их с TNF-α приводит к повышению 

секреции IL-8, экспрессии белков адгезии ICAM-1 VCAM-1 [5]. Изучается 

воздействие различных стимулирующих или ингибирующих ангиогенез факторов 

на образование первичных тубулярных сосудистых структур клетками EA. hy926 

на белках внеклеточного матрикса, в том числе на матригеле, как in vitro, так и in 

vivo [58; 116]. 

 

1.4.2 Получение эндотелиальных прогениторных клеток при 

культивировании и их свойства 

 

У человека ЭПК можно получить с помощью трех общепринятых методик. 

Первая методика заключается в идентификации ЭПК по экспрессии 

поверхностных маркеров [289]. 

Вторая методика направлена на выделение ЭПК из крови или костного 

мозга по их способности образовывать кластеры эндотелиальных клеток [185].  

Третья методика заключается в получении ЭПК из МНК путем их 
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дифференцировки [133; 310]. 

Преимущество первой методики в том, что можно доступно выделить ЭПК 

из периферической крови. Тем не менее, количество выделенных ЭПК является 

минимальным, и необходимо много времени, чтобы получить достаточное 

количество клеток для дальнейшего культивирования in vitro.  

В противоположность данной методике значительно большее количество 

ЭПК можно получить в короткие сроки при культивировании МНК 

периферической крови в специальной эндотелиальной среде, содержащей 

факторы роста, на обработанном белками внеклеточного матрикса культуральном 

пластике. 

Для выделения и культивирования ЭПК используют фибриллярные белки 

внеклеточного матрикса (фибронектин и коллагены I и III типа) и белки базальной 

мембраны (ламинин и коллаген IV типа) [184]. Также применяют матригель из 

растворимой базальной мембраны опухолей, включающий в себя ламинин и 

коллаген IV типа; и желатин (гидролизованный коллаген) [45]. 

Культивирование МНК на обработанном белками внеклеточного матрикса 

культуральном пластике приводит к выявлению двух различных популяций ЭПК, 

определяемых в различное время в культуре. Это «ранние» эндотелиальные 

клетки (endothelial cell-like cells) и «поздние» эндотелиальные клетки (endothelial 

outgrowth cells) [263; 305]. 

Эти два типа клеток по-разному участвуют в неоваскуляризации, но при 

этом экспрессируют схожие поверхностных маркеры, такие как CD31, фактор 

фон-Виллебранда [226]. «Ранние» ЭПК, при культивировании в течение 4–7 суток, 

в основном представлены CD34+ клетками, экспрессируют VEGFR2 и связывают 

липопротеиды низкой плотности (LDL) [294]. В самом начале адгезивные клетки 

неоднородны по морфологии: круглые клетки располагаются в центре, а 

веретенообразные клетки на периферии [315]. В отличие от зрелых 

эндотелиальных клеток, «ранние» ЭПК экспрессируют моноцитарный маркер 

CD14 и панлейкоцитарный маркер CD45, отличаются низкой экспрессией 

маркеров эндотелиальных клеток. Это, вероятно, свидетельствует о 
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происхождении «ранних» ЭПК от общего гемопоэтического предшественника. 

Они имеют удлиненную форму, характеризуются ограниченным 

пролиферативным потенциалом и не формируют сосудистую сеть in vitro [130; 

305].  

Предлагается также термин «циркулирующие ангиогенные клетки» [185]. 

Следует отметить, что некоторые методы краткосрочных культур, 

используемые для изоляции ЭПК (в том числе и метод, используемый Асахара), не 

позволяют проводить селекцию чисто эндотелиальной клеточной популяции. При 

культивировании популяция клеток является гетерогенной и включает 

моноциты/макрофаги и Т-лимфоциты [68; 97; 375]. 

Значительные изменения в протокол были внесены H. Ito и J. Hill. 

Первый автор использовал МНК периферической крови, которые 

культивировались во флаконах, предварительно обработанных фибронектином, в 

эндотелиальной среде, но через 24 часа неприлипшие клетки заново пересевали 

во флаконы с фибронектином. Данный протокол минимизировал попадание в 

культуру ЭПК клеток моноцитарного происхождения и зрелых эндотелиальных 

клеток [127].  

В дальнейшем J. Hill с коллегами усовершенствовал предлагаемую 

методику. МНК культивировали во флаконах, предварительно обработанных 

фибронектином в течение 48 часов, затем неприлипшие клетки удалялись, а 

образовавшиеся колонии клеток были представлены ЭПК [90]. Появляющиеся 

колонии клеток были названы «колонии ЭПК», «колониеобразующие единицы 

(КОЕ) эндотелиальных клеток» и, наконец, «КОЕ-Хилла». Таким образом, 

способность клеток образовывать КОЕ-Хилла является особенностью и 

морфологическим маркером ЭПК. 

Показано, что изолированные CD14+ клетки приводят к образованию 

«ранних» ЭПК, а истощение культивируемых клеток по CD14+ популяции 

предотвращает образование КОЕ [68]. 

Метод длительной культуры клеток (14–21 дней) «ранних» ЭПК приводит к 

изоляции более чистой популяции клеток с эндотелиальным фенотипом, которые 



 55

могут быть отнесены к «поздним» ЭПК [148]. При этом образование кластеров 

перестает быть критерием для идентификации «ранних» ЭПК. 

«Поздние» ЭПК не экспрессируют CD14 маркер, происходят от            

CD45–/CD133–/CD34+ клеток. Морфологически «поздние» ЭПК имеют вид 

булыжной мостовой и экспрессируют такие поверхностные маркеры, как CD31, 

CD105, CD146, VE-кадгерин и VEGFR2. В культуре клетки появляются на          

10-й день, имеют высокий пролиферативный потенциал, способны длительно 

делиться и образовывать сосудистую сеть in vitro [130; 155; 305]. «Поздние» ЭПК 

играют ключевую роль в неоангиогенезе in vivo и являются 

сосудоформирующими ЭПК. «Поздние» ЭПК не экспрессируют маркеров 

предшественников и морфологически неотличимы от зрелых эндотелиальных 

клеток. Некоторые авторы идентифицируют эти клетки как CD34+CD45– ЭПК 

[124]. 

В ряде работ вместо мононуклеарных клеток периферической крови в 

качестве исходного материала для культивирования используются 

селектированные CD34+ или CD133+ клетки. В то время как некоторые авторы не 

смогли получить колонии зрелых эндотелиальных клеток [190], другие показали, 

что культура выделенных клеток экспрессирует маркеры эндотелиальных клеток 

[82; 141; 189] Возможно, что условия культивирования определяют полученные 

противоречивые данные. 

Из данных литературы известно, что «ранние» и «поздние» ЭПК, 

полученные in vitro, вносят различный вклад в развитие сосудистой сети [148]. 

Так, опосредованное участие «ранних» ЭПК в регенерации эндотелия 

сосудов подтвердили экспериментальные исследования, которые 

продемонстрировали влияние «ранних» ЭПК на процессы сосудообразования 

путем продукции цитокинов и ростовых факторов. 

«Ранние» ЭПК продуцируют ряд ростовых факторов: SDF-1, VEGF, 

инсулиноподобный фактор роста-1 (IGF-1), HGF, IL-8. Эти медиаторы способны 

увеличивать пролиферацию, миграционную активность «зрелых» эндотелиальных 

клеток [368].  



 56

Важно отметить, что спектр продукции цитокинов и ростовых факторов 

малоизучен. Данные о миграционной активности культуры ЭПК in vitro 

немногочисленны.  

При совместном культивировании «ранних» ЭПК и зрелых эндотелиальных 

клеток показано увеличение сосудообразования in vitro, что подтверждает участие 

«ранних» ЭПК в процессе ангиогенеза путем паракринного механизма [338]. Так, 

пролиферация эндотелиальных клеток линии EA. hy926 повышается в 

присутствии кондиционной среды при культивировании в ранние сроки ЭПК in 

vitro [147]. 

Очевидно, что «ранние» ЭПК участвуют в регенерации зрелых 

эндотелиальных клеток через клеточные и паракринные механизмы, но при этом 

не способны напрямую участвовать в образовании эндотелия. Предполагают, что 

появление «ранних» ЭПК является первым ключевым шагом на пути к 

регенерации эндотелия сосудов.  

Кроме того, клинические исследования показали снижение количества и 

функциональной активности «ранних» ЭПК у пациентов с такими факторами 

сердечно - сосудистого риска, как артериальная гипертензия и ИБС [79; 302; 386]. 

Также выявлена обратная корреляционная зависимость между количеством 

КОЕ-Хилла и факторами сердечно-сосудистого риска (по шкале оценки 

вероятности развития сосудистых рисков по Framingham) у пациентов с ИБС [90; 

128]. 

Таким образом, «ранние» ЭПК не в состоянии сформировать сосудистую 

сеть непосредственно, но оказывают косвенное паракринное влияние на 

ангиогенез путем секреции ангиогенных факторов в локальное микроокружение. 

В свою очередь «поздние» ЭПК способны внедрятся в уже 

сформированную сосудистую сеть, что показано при совместном 

культивировании ЭПК со зрелыми эндотелиальными клетками in vitro. «Поздние» 

ЭПК также могут формировать сосудистую сеть in vivo путем васкулогенеза [283; 

338]. В связи с этим «поздние» ЭПК считаются «истинными» ЭПК, напрямую 

участвующими в репарации ишемизированной ткани. 
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Было показано, что совместное введение «ранних» и «поздних» ЭПК 

животным с моделью ишемии нижних конечностей приводит к синергическому 

взаимодействию между двумя типами клеток, что повышает сосудообразование и 

перфузию в ишемизированной ткани [341]. Данный факт объясняется тем, что 

«ранние» ЭПК за счет высокой продукции проангиогенных биологически 

активных веществ (IL-8, MMP) стимулируют и поддерживают пролиферацию, 

миграцию и формирование новой сосудистой сети «поздними» ЭПК [248]. 

Как известно, при культивировании МНК на разных адгезионных белках 

фибронектине и желатине, полученная культура ЭПК отличается как 

морфологически, так и функционально. Данные различия связаны с особенностью 

белков внеклеточного матрикса [264]. 

Так, фибронектин, способствует адгезии и миграции эндотелиальных 

клеток, стимулирует пролиферацию, контролирует дифференцировку и 

поддержание цитоскелета клеток, активно участвует в воспалительных и 

репаративных процессах [251; 360].  

Желатин, в свою очередь, активно влияет на процессы пролиферации 

эндотелиальных клеток [94]. 

Показано, что при культивировании МНК, как из периферической крови, так 

и из костного мозга, во флаконах, предварительно обработанных желатином, 

пролиферация клеток значительно увеличивается по сравнению с МНК, 

культивированных во флаконах, предварительно обработанных фибронектином 

[94]. При этом жизнеспособность клеток выше при культивировании МНК с 

фибронектином, что объясняется лучшей адгезией клеток к пластику и развитием 

большего числа контактов между клетками [257]. 

Таким бразом, в настоящее время ангиогенез in vitro изучают с 

использованием зрелых эндотелиальных клеток клеточных линий, что позволяет 

определить влияние различных ангиогенных стимулов на различные этапы 

процесса ангиогенеза, в том числе на пролиферацию и миграцию эндотелиальных 

клеток в стабильных воспроизводимых условиях. ЭПК при культивировании 

продуцируют биологически активные вещества, которые способствуют 
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формированию сосудов. Данные о секретируемых ЭПК ростовых факторов и 

цитокинов, а также исследования паракринного взаимовлияния ЭПК и 

эндотелиальных клеток малочисленны. Использование в качестве стимуляторов 

секретируемых данными клетками биологически активных молекул позволят 

определить паракринные взаимоотношения недифференцированных и зрелых 

эндотелиальных клеток. 

 

ЗАКЛЮЧЕНИЕ 

 

Суммируя вышеизложенное, можно заключить, что эндотелиальные 

прогениторные клетки способствуют ангиогенезу в постнатальном периоде. 

Участие ЭПК в неоваскуляризации обусловлено не только их способностью 

дифференцироваться в эндотелиальные клетки, участвуя в формировании новых 

сосудов, но и способностью продуцировать различные регуляторные, в том числе 

проангиогенные ростовые факторы и цитокины. Экспериментальные и 

клинические исследования показали, что как использование ростовых 

проангиогенных факторов, так и введение различных популяций СПК, в том числе 

ЭПК, приводит к индукции неоангиогенеза. ЭПК, как циркулирующие, так и 

тканевые, секретируя проангиогенные факторы, способны оказывать паракринное 

действие, что делает эти клетки привлекательными для терапии ХСН. 

Однако до сих пор свойства этих клеток (включая спектр и уровень 

продуцируемых ЭПК цитокинов, экспрессию поверхностных молекул и 

способность активировать различные этапы ангиогенеза), охарактеризованы 

недостаточно. Практически отсутствуют сравнительные данные о спектре 

секретируемых цитокинов циркулирующими ЭПК и выращенными in vitro в 

культуре у пациентов с ХСН. Малоисследованным остается также вопрос, 

насколько эффективно может происходить мобилизация ЭПК из костного мозга у 

пациентов с ХСН и изменяется ли их функциональная активность при введении 

G-CSF. Вышесказанное определило направление наших исследований. 
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ГЛАВА 2 МАТЕРИАЛ И МЕТОДЫ ИССЛЕДОВАНИЯ 

 

В качестве объектов исследования выступали: 

1) МНК периферической крови пациентов ИБС с III-IV функциональным 

классом хронической сердечной недостаточности; 

2) клетки эндотелиальной линии человека EA. hy926. 

Работа выполнена на базе лаборатории клеточных технологий Института 

клинической и экспериментальной лимфологии и на базе центра хирургической 

аритмологии Института патологии кровообращения им. ак. Е. Н Мешалкина 

(руководитель центра д. м. н. Покушалов Е. А.). 

 

2.1 Характеристика пациентов 

 

Исследование проведено у 77 пациентов, страдающих ИБС с                       

III–IV функциональным классом хронической сердечной недостаточности 

(NYHA), давших информированное согласие, согласно протоколам, 

утвержденным этическими комитетами и учеными советами обоих учреждений 

соисполнителей (протокол № 5 от 02.06.2008 г. – Институт клинической и 

экспериментальной лимфологии; протокол № 26 от 24.02.2009 г. – Институт 

патологии кровообращения им. ак. Е. Н Мешалкина). 

Средний возраст пациентов составил (57,0 ± 7,6) лет, 89 % из них мужчины 

(таблица 1). Длительность заболевания ИБС составила (7,94 ± 5,86) лет, 

количество перенесенных ИМ составило 1,59 ± 0,77. Пациенты проходили 

обследование и плановое хирургическое лечение в центре хирургической 

аритмологии Института патологии кровообращения им. ак. Е.  Н. Мешалкина. 

Данные общего анализа крови предоставлены Романовым А. Б., Институт 

патологии кровообращения им. ак. Е. Н. Мешалкина. Данные о пациентах и 

функциональных параметрах миокрда предоставлены Кливер Е. Н., Институт 

патологии кровообращения им. ак. Е. Н. Мешалкина. 

 



 60

Таблица 1 – Характеристика пациентов с ХСН 
Количество пациентов 77 

Возраст пациентов, лет 57,0 ± 7,6 

Пол (муж/жен) 64/8 

Функциональный класс (NYHA) III–IV 

Длительность заболевания, лет 7,94 ± 5,86 

Количество перенесенных инфарктов 1,59 ± 0,77 

Фракция выброса левого желудочка, % 26,6 ± 5,2 

Тест 6-минутной ходьбы, м 235 ± 32 

Перфузия миокарда, баллы 
30,2 ± 5,6 (покой) 

34,5 ± 5,4 (нагрузка) 

 

2.2 Метод проведения мобилизации мононуклеарных клеток 

периферической крови 

 

Рекомбинантный человеческий G-CSF (Grasalva, Израиль) вводился 

подкожно в дозе 3,3–5,0 мкг/кг веса в сутки общим количеством пять инъекций. 

До и после мобилизации G-CSF у пациентов забиралась венозная кровь.  

На шестые сутки пациентам проводилась процедура аппаратного 

цитафереза на сепараторе клеток крови (Haemonetics MCS+, США). 

Использовалась программа PBSC (получение периферических стволовых клеток), 

параметры циркуляции и рециркуляции (recirculation № 2, recirc ratio 1/3).  

МНК из сепарированной крови выделяли на градиенте плотности 

фиколла/верографина (ρ = 1,078 г/л), дважды отмывали в забуференном 

физиологическом растворе (ЗФР), подсчитывали количество, жизнеспособность 

выделенных клеток оценивали окрашиванием витальным красителем 

(трипановый синий). 

 

 

 



 61

2.3 Методы исследования фенотипа мононуклеарных клеток 

периферической крови 

 

Фенотип МНК периферической крови исследовали на проточном цитометре 

FACSCantoII (Becton Dickinson, США) с использованием моноклональных 

антител меченных FITC и PE к CD3, CD4, CD8, CD14, CD19 (Сорбент, Россия). 

Фенотип ЭПК исследовали с использованием моноклональных антител меченных 

FITC и PE к CD34, CD45, CD133, VEGFR2, CD31, CD14 (Becton Dickinson, США) 

согласно инструкции производителя. Экспрессию рецептора CXCR4 изучали на 

CD34+ клетках с использованием моноклональных антител меченных APC. 

 

2.4 Иммунноцитохимическое исследование мононуклеарных клеток, 

обогащенных эндотелиальными прогениторными клетками  

 

Для иммунофлуоресцентного окрашивания суспензию МНК 

периферической крови фиксировали 4 %-м раствором формалина (объем/объем) в 

течение 10 мин. Пермеабилизацию осуществляли в 0,4 %-м растворе Triton X-100 

при комнатной температуре в течение 10 мин, с последующей двукратной 

отмывкой ЗФР. Далее препараты инкубировали с блокирующим буфером (раствор 

бычьего сывороточного альбумина 25 мг/мл в ЗФР) при комнатной температуре в 

течение 30 мин, без отмывки препараты гибридизовали в течение двух часов с 

разведенными в блокирующем буфере первыми антителами (CD34, Abcam, 

Великобритания). После двойной отмывки препарата ЗФР, инкубировали в 

течение одного часа со вторыми антителами (Alexa Fluor 568; Abcam, 

Великобритания).  

После двукратной отмывки ЗФР прокрашивали ядра клеток                    

10 %-м раствором Vectashield Mounting Medium with DAPI (4,6-диамидино-2-

фенилиндол; VectorLabs, США). Микроскопию полученных мазков проводили на 

инвертированном микроскопе Axio Observer.Z1 (увеличение × 40) с 

использованием программного обеспечения фирмы Carl Zeiss (Германия). 
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2.5 Исследование цитологических параметров мобилизованных 

мононуклеарных клеток периферической крови методами световой 

микроскопии 

 

Для световой микроскопии (увеличение × 90) суспензию МНК 

периферической крови фиксировали 96 %-м раствором этанола в течение               

30–40 минут, после высушивания стекол препараты окрашивали по Романовскому-

Гимзе в течение 5–7 минут. Стекла промывали и высушивали, далее проводили 

микроскопическое исследование мазков [6]. 

 

2.6 Оценка пролиферативной активности мононуклеарных клеток 

МТТ-тестом 

 

Интенсивность пролиферативного потенциала МНК крови исследовали в 

триплетах (2 × 105 клеток/лунка) в спонтанном и стимулированном тестах 

(5 мкг/мл Конканавалина А – Кон  А, США), а также в присутствии                       

G-CSF (50 Ед/мл; Grasalva, Израиль) и Epo (33 Ед/мл; Рекормон, США) на 

спектрофотометре (Stat Fax 2100, США) при длине волны 492 нм по включению 

клетками 3-(4,5-диметилтиазол-2-ил)-2,5-дифенил-2Н-тетразолиум бромида 

(Sigma, США) и преобразования его в формазан митохондриальными 

дегидрогеназами [363].  

Далее снимали значения оптической плотности субстрата в лунках, 

полученные значения выражали в условных единицах оптической плотности 

(ед. опт. пл.). Индекс стимуляции (ИС) пролефирации рассчитывали как 

опт. пл. продукта реакции в опыте/опт. пл. продукта реакции в контроле. 

 

2.7 Исследование клеточного цикла и апоптоза CD34+ клеток 

 

В популяции CD34+ клеток исследовали клеточный цикл и уровень апоптоза 

методом двуцветной проточной цитофлюориметрии с помощью окрашивания 
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клеток пропидиумом иодида (Becton Dickinson, США) согласно инструкции 

производителя. Анализ клеточного цикла проводился по оценке гистограмм ДНК. 

Относительное содержание клеток с диплоидным (клетки в G0/G1 фазах; ДНК=2n) 

и гиперплоидным (клетки в S, G2/M фазах; ДНК > 2n–4n) набором ДНК 

определяли в гейте CD34+ клеток. Апоптотические клетки, ДНК которых 

подвергалась фрагментации, формировали характерный гиподиплоидный пик 

(ДНК < 2n). 

 

2.8 Оценка колониеобразующей активности мононуклеарных клеток 

 

Колониеобразующую активность определяли по числу колониеобразующих 

единиц (КОЕ), сформированных в полутвердой среде MethoCult (Stemcell 

Technologies, США). Постановку теста осуществляли согласно инструкции 

производителя. Суспензию МНК разводили средой MethoCult (STEMCELL 

Technologies, Канада) до концентрации 2 × 104 клеток/мл, высаживали в триплетах 

и инкубировали при 37 °C при 5 % содержании CO2. Численность КОЕ, 

содержащих более пятидесяти клеток, подсчитывали через 14 дней. 

 

2.9 Получение культуры эндотелиальных прогениторных клеток 

 

Культура ЭПК была получена из МНК, мобилизованных введением G-CSF, 

от пациентов с ХСН. Культивирование МНК проводили в эндотелиальной среде 

(EGM-2, Lonza, Basel, Switzerland) с добавлением факторов роста – 10 % FCS 

(Биолот, Россия), 160 мкг/мл гентамицин сульфата (Дальхимфарм, Россия), 

2 ммоль L-глютамина (ICN, США). Клетки культивировали в культуральных 

флаконах для прилипающих культур, предварительно обработанных 

фибронектином (Sigma-Aldrich, США) и желатином (Мосхимфармпрепараты, 

Россия) в концентрации 1 × 106 клеток/мл при 37 °С во влажной атмосфере с 

5 % содержания СО2 в течение 48 часов. Затем культуральные флаконы 

промывали 2 раза ЗФР для удаления неприлипших клеток и далее культивировали 
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в эндотелиальной среде с ростовыми факторами и 10 % FCS в течение 8 суток для 

получения культуры «ранних» ЭПК, и 16 суток – для «поздних» ЭПК. Смена 

среды для роста осуществлялась каждые три дня.  

 

2.10 Условия поддержания жизнеспособности культуры клеток 

эндотелиальной линии EA. hy926 человека 

 

Клетки эндотелиальной линии EA. hy926 были любезно предоставлены 

Dr. C. J. Edgel (Университет Каролины, США). 

Культура клеток была получена гибридизацией первичной эндотелиальной 

линии HUVEC с клетками карциномы легкого А-549 [203]. Для клеток 

эндотелиальной линии EA. hy926 характерно сохранение основных 

морфологических, фенотипических и функциональных свойств, присущих 

клетками эндотелия макрососудов (рисунок 1). 

 

  
Примечание – (А) – 8-е сутки культивирования; (Б) – 16-е сутки 

культивирования. Увеличение 4 × 10 
 

Рисунок 1 – Культура эндотелиальной линии EA. hy926 

 

Культивирование клеток эндотелиальной линии EA. hy926 проводили в 

АА ББ 
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питательной среде DMEM/F12 (Биолот, Россия) с добавлением 10 % FCS, 

160 мкг/мл гентамицин сульфата, 2 ммоль L-глютамина и HAT, добавку к среде, 

содержащую гипоксантин, аминоптерин и тимидин (ICN, США) – полная 

посадочная среда (ППС). Клетки культивировали в культуральных флаконах для 

прилипающих культур в концентрации 1,7 × 105/мл при 37 °С во влажной 

атмосфере с 5 % содержания СО2 до образования конфлюэнтного монослоя. 

Пересев осуществляли 1 раз в 3–4 дня. 

 

2.11 Получение кондиционных сред культур клеток 

 

Для получения кондиционных сред ЭПК после мобилизации и клетки линии 

EA. hy926 инкубировали в питательной среде с добавлением 1 % FCS (HyClone, 

США), 160 мкг/мл гентамицина сульфата (Дальхимфарм, Хабаровск),     

2 ммоль L-глютамина (ICN, США). Через 72 часа надосадочную жидкость 

снимали, фильтровали через шприцевые насадки с диаметром пор 0,22 мкм (TPP, 

Швейцария), разливали по аликвотам и хранили при минус 70 °С до момента 

использования в работе. 

 

2.12 Исследование концентрации цитокинов в кондиционных средах 

 

Уровень продукции цитокинов изучали в кондиционных средах (КС) от    

72-часовых культур МНК, как в спонтанном тесте, так и стимулированных тестах 

(5 мкг/мл Кон А, США; 10 мкг/мл ЛПС, США), а также в присутствии G-CSF 

(50 Ед/мл; Grasalva, Израиль) и Epo (33 Ед/мл; Рекормон, США), от 72-часовых 

культур ЭПК, полученных после мобилизации, и клеточной линии EA. hy926 

человека. 

Аликвоты собранных КС замораживали и хранили при минус 20 °С до 

тестирования. Содержание в КС TNF-α, IL-8, IL-10, IL-18, VEGF, Epo и G-CSF 

определяли с помощью твердофазного иммуноферментного анализа с 

использованием наборов реагентов производства ЗАО «Вектор-Бест»                   
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(п. Кольцово, Новосибирская область, Россия) согласно инструкции фирмы-

производителя. Индекс стимуляции (ИС) секреторного уровня рассчитывали как 

опт. пл. продукта реакции в опыте/опт. пл. продукта реакции в контроле. 

 

2.13 Оценка пролиферативной активности культуры эндотелиальных 

прогениторных клеток и клеток эндотелиальной линии EA. hy926 на 

аппарате xCELLigence System 

 

Пролиферативную активность клеток эндотелиальной линии EA. hy926 

изучали на аппарате xCELLigence System (Roche, США).  

Система измеряет электрический импеданс, создаваемый 

микроэлектродами, встроенными на дне планшетов. Измерение импеданса 

предоставляет количественную информацию о статусе клеток, включая число 

клеток, их выживаемость. Величина электрического импеданса выражается в 

значении клеточного индекса (КИ).  

В лунки вносится ППС и тестируемые вещества в объеме 130 мкл, 

снимается значение импеданса, далее вносятся клетки в питательной среде в 

объеме 30 мкл. В условиях исследования задается общее время сканирования и 

интервал сканирования. Все измерения производятся в автоматическом режиме 

без вмешательства экспериментатора.  

Оценивали уровень пролиферативной активности культур ЭПК при 

добавлении: G-CSF (Грасальва, Израиль; 300 мкг/мл), VEGF (BioVision, США; 

10 нг/мл), Epo (Рекормон, Германия; 33,4 МЕ/мл) и 30 % от общего объема лунки 

КС от клеток эндотелиальной линии EA. hy926; клеток эндотелиальной линии 

EA. hy926 при добавлении Epo или 30 % от общего объема лунки КС от культур 

ЭПК. 
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2.14 Оценка миграционной способности культуры эндотелиальных 

прогениторных клеток и клеток эндотелиальной линии EA. hy926 на 

аппарате xCELLigence System 

 

По изменению электрического импеданса на аппарате xCELLigence System в 

двухуровневых камерах оценивали миграционную активность культуры ЭПК и 

клеток эндотелиальной линии EA. hy926.  

В нижние лунки вносится по 100 мкл питательной среды с добавлением 

ростовых факторов, в верхнюю лунку – 30 мкл питательной среды без клеток, 

снимается значение импеданса. Далее вносятся клетки в объеме 30 мкл 

питательной среды в верхнюю часть камеры. Изучали влияние на миграционный 

потенциал культур ЭПК 30 % от общего объема лунки КС от клеток 

эндотелиальной линии EA. hy926. Изучали влияние на миграционный потенциал 

клеток эндотелиальной линии EA. hy926 Epo (Рекормон, Германия; 33,4 МЕ/мл); 

VEGF (BioVision, США; 10 нг/мл); TNF-α (Sigma-Aldrich, США; 5 нг/мл) и 30 % 

от общего объема лунки КС от культур ЭПК. 

Миграция клеток эндотелиальной линии EA. hy926 оценивалась с 

предварительной инкубацией верхних лунок камеры с фибронектином в течение 

60 мин при 37 °С в дозировке 20 мкг/мл и с добавлением фибронектина в 

дозировке 20 мкг/мл (Sigma-Aldrich, США) в нижние лунки камер. В нижние 

лунки вносилось по 100 мкл культуральной среды добавлением ростовых 

факторов, в верхние лунки – 30 мкл среды без клеток, снималось значение 

импеданса, далее вносились клетки EA. hy926 в объеме 30 мкл в верхнюю часть 

камеры. 

 

2.15 Оценка миграционной способности клеток эндотелиальной линии 

EA. hy926 на аппарате Cell-IQ 

 

Миграцию клеток эндотелиальной линии EA. hy926 изучали с применением 

культурального метода с десквамацией монослоя с помощью прибора Cell-IQ 
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(CM Technologies Ltd., Финляндия). Прибор сочетает в себе условия для 

долгосрочной инкубации клеток с получением изображений методом фазового 

контраста в режиме реального времени и позволяет анализировать изменения 

морфофункциональных характеристик клеток. 

Клетки эндотелиальной линии EA. hy926 культивировались в 6-луночных 

планшетах (Costar, Cambridge, MA) до 80–90 % слияния в среде, содержащей 

1 % FCS в течение суток. Далее образованный конфлюэнтный слой клеток 

десквамировали, соскабливая часть клеток. Для этого по центру лунки проводили 

наконечником объемом 200 мкл вертикальную ровную линию от края до края 

лунки. Затем лунки промывали ЗФР для удаления неприлипших клеток и 

культивировали в среде, содержащей 5 % FCS (контроль) и с 30 % КС от культуры 

ЭПК. Изображения фиксировались каждые 15 минут в течение 24 часов, 

используя 4× объектив Cell-IQ (CM Technologies Ltd, Финляндия). Миграция 

клеток эндотелиальной линии EA. hy926 при заживлении раны была 

проанализирована с помощью Cell-IQ Analyzer (CM Technologies Ltd., 

Финляндия). 

 

2.16 Исследование продукции стойких метаболитов оксида азота в 

кондиционной среде от культуры эндотелиальных прогениторных клеток и 

клеток эндотелиальной линии EA. hy926 

 

ЭПК пациентов с ХСН и клетки эндотелиальной линии EA. hy926 

культивировали в одном  мл питательной среды в 24-луночных планшетах (TPP, 

Швейцария) при 37 °С во влажной атмосфере с 5 % содержания СО2. 

Кондиционную среду собирали через 48 часов и хранили при минус 70 °С до 

использования. Далее 100 мкл аликвоты вносили в 96-луночный планшет с 

добавлением равного количества реактива Грисса (1 % сульфаниламида и       

0,1 % N-1-(нафтил) этилендиамина дигидрохлорида в 2,5 % H3PO4). Затем 

планшет инкубировали в течение пяти минут и измеряли оптическую плотность 

на спектрофотометре при длине волны 540 нм. 
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2.17 Интрамиокардиальное введение мобилизованных мононуклеарных 

клеток и оценка эффективности введения 

 

Процедуру введения мобилизованных МНК периферической крови, оценку 

клинической эффективности проводили на базе института патологии 

кровообращения им. ак. Е.Н. Мешалкина. Пациентам интрамиокардиально под 

контролем навигационной системы NOGA XP в 10 точках вводили клетки по 

1,5 × 108/мл в объеме 2 мл. Эффективность интрамиокардиального введения 

мобилизованных G-CSF МНК периферической крови оценивали через 

6 и 12 месяцев по изменению функционального класса СН по NYHA, объему 

фракции выброса левого желудочка сердца с помощью ЭХО КГ и изменению 

перфузии миокарда по данным ЭКГ-синхронизированной томосцинтиграфии 

(SPECT) с технецием (Tc-99m) в покое и при нагрузке, индуцированной введением 

аденозина; толерантности к физической нагрузке. 

 

2.18 Статистическая обработка полученных результатов 

 

Полученные результаты исследования статистически обрабатывали с 

использованием программы Statistica 6,0 for Windows (StatSoft, США). 

Полученные данные проверяли на нормальность распределения согласно 

критериям Колмогорова-Смирнова, меры центральной тенденции и рассеяния 

описаны в случае нормального распределения признаков средним их значением 

(M) и средним квадратичным отклонением (±σ), а параметры, не имеющие 

нормального распределения – медианой (Me), нижним (25 % – LQ) и верхним 

(75 % – HQ) квартилями. Достоверность различий оценивали по критериям 

Манна-Уитни в независимых группах. Наличие взаимосвязей между явлениями 

устанавливали с помощью коэффициента ранговой корреляции Спирмена (R). 

Различия считали достоверными при p < 0,05 [7; 23]. 
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ГЛАВА 3 МОРФОФУНКЦИОНАЛЬНЫЕ СВОЙСТВА ЦИРКУЛИРУЮЩИХ 

СТВОЛОВЫХ/ПРОГЕНИТОРНЫХ КЛЕТОК У ПАЦИЕНТОВ С 

ХРОНИЧЕСКОЙ СЕРДЕЧНОЙ НЕДОСТАТОЧНОСТЬЮ ПРИ 

МОБИЛИЗАЦИИ ГРАНУЛОЦИТАРНЫМ КОЛОНИЕСТИМУЛИРУЮЩИМ 

ФАКТОРОМ 

 

3.1 Оценка гемостимулирующей активности гранулоцитарного 

колониестимулирующего фактора  

 

Известно, что введение G-CSF условно здоровым лицам ведет к увеличению 

количества лейкоцитов в периферической крови, обусловленное в основном 

разрастанием гранулоцитарного ростка кроветворения [48; 265]. Эффективность 

действия G-CSF, по данным литературы, оцененная на первом этапе по приросту 

количества нейтрофилов в периферической крови, зависит как от дозы и режима 

введения G-CSF, так и от возраста и наличия различных заболеваний [137; 265; 

280; 282]. 

Первоочередная задача нашего исследования состояла в оценке способности 

введения G-CSF в дозе 3,3–5,0 мкг/кг веса в сутки в течение пяти дней приводить 

к увеличению количества нейтрофилов в периферической крови у пациентов с 

ХСН, как первичного показателя эффективности мобилизации СПК. 

Для сбора обогащенных СПК мононуклерных клеток периферической 

крови по завершении курса мобилизации введением G-CSF на 6-е сутки была 

проведена процедура цитафереза.  

Объем аферезного продукта составил (47,33 ± 17,18) мл, а количество 

выделенных МНК – (3,52 ± 1,70)×109 клеток. Поскольку данная программа 

сепарации учитывает антропометрические, лабораторные данные и пол пациента, 

объем эксфузированной крови и конечного продукта был индивидуален. 

Не было выявлено корреляционных связей между количеством выделенных 

МНК из аферезного продукта и клиническими показателями – возрастом 

пациентов, количеством перенесенных инфарктов и длительностью ишемического 
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анамнеза (таблица 2). 

 

Таблица 2 – Корреляционные связи между количеством выделенных МНК из 

аферезного продукта и клиническими показателями пациентов с ХСН (n = 72) 

Показатели Количество МНК 

Возраст R = 0,008 p = 0,08 

Количество инфарктов R = – 0,150 p = 0,09 

Длительность ишемического анамнеза R = – 0,091 p = 0,09 

Примечания: 
1. n – количество наблюдений; 
2. R – коэффициент корреляции Спирмена; р – достоверность корреляции 

 

Введение G-CSF пациентам с ХСН приводило к увеличению количества 

лейкоцитов в периферической крови в 4,9 раз к 6-м суткам мобилизации 

(таблица 3). Причем большая часть прироста лейкоцитов приходилась на 1-е сутки 

введения G-CSF. Повышение количества лейкоцитов обусловлено увеличением 

абсолютного содержания в крови нейтрофилов в 6,8 раз (рисунок 2).  

Между количеством нейтрофилов и количеством лейкоцитов в 

периферической крови выявлена сильная положительная корреляционная связь 

(R = 0,987; p = 0,004). 

В то же время прирост количества нейтрофилов не зависел от возраста 

пациентов, количества перенесенных инфарктов и длительности ишемического 

анамнеза (R = 0,287; p = 0,4). 

Биологические эффекты G-CSF опосредуются его взаимодействием с 

рецептором, который экспрессируется не только на клеточной поверхности 

нейтрофилов.  

Ранее в исследованиях показано, что введение G-CSF в дозе 10,0 мкг/кг веса 

и выше в течение 5 суток приводит к стимуляции миелоидного, лимфоидного, 

эритроидного и мегакариоцитарного ростков кроветворения [48]. 
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Таблица 3 – Динамика изменения абсолютных и относительных значений 

показателей общего анализа крови у пациентов с ХСН на фоне мобилизации       

G-CSF (n = 58) 

Показатели 

крови 

До введения G-CSF (0-е сутки)  
После окончания введения 

G-CSF (6-е сутки)  

Абсолютное 

количество, 

109/л 

Относительное 

количество, % 

Абсолютное 

количество, 109/л 

Относительное 

количество, % 

Лейкоциты 6,39 ± 1,22 — 
31,25 ± 6,03 

(p = 0,0015) 
— 

Нейтрофилы 3,53 ± 0,78 52,96 ± 4,54 
24,18 ± 4,52 

(p = 0,0015) 

77,92 ± 4,64 

(p = 0,0015) 

Лимфоциты 2,23 ± 0,38 35,27 ± 7,82 
4,29 ± 1,32 

(p = 0,0025) 
10,18 ± 3,11 

Моноциты 0,61 ± 0,22 8,45 ± 2,33 
1,07 ± 0,84 

(p = 0,094) 
5,73 ± 2,51 

Тромбоциты 209,20 ± 58,11 — 210,73 ± 32,73 — 

Эритроциты, 

1012/л 
4,24 ± 0,72 — 4,17 ± 0,79 — 

Примечания: 
1. n – количество наблюдений; 
2. данные представлены в виде средних значений (M±σ);  
3. р – достоверность различия параметров до и после мобилизации G-CSF 

 

Результаты нашего исследования показали, что доза вводимого пациентам 

G-CSF 3,3–5,0 мкг/кг веса в сутки приводила к статистически незначимому 

снижению относительного количества лимфоцитов и моноцитов в 

периферической крови. Абсолютное же количество лимфоцитов статистически 

значимо увеличивалось в 1,9 раз, моноцитов – в 2,9 раз, но оставалось в пределах 
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нормативных значений. Не выявлено статистически значимых различий между 

количеством эозинофилов и базофилов до и после мобилизации G-CSF. Введение 

G-CSF не сопровождалось изменением количества тромбоцитов и эритроцитов. 
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Примечания:  
1. данные представлены в виде средних значений (M±σ);  
2. по оси абсцисс – время после введения G-СSF(сутки); по оси ординат – 

количество клеток × 109/л 
 

Рисунок 2 – Результаты исследования количества лейкоцитов и нейтрофилов в 

процессе мобилизации G-CSF у пациентов с ХСН 

 

При исследовании показателей общего анализа крови через 6 месяцев после 

мобилизации МНК G-CSF у пациентов с ХСН отмечено, что содержание 

лейкоцитов и нейтрофилов достигло исходных показателей до проведения 

процедуры мобилизации МНК G-CSF. В частности, количество лейкоцитов до 

введения G-CSF и через 6 месяцев после мобилизации G-CSF составило 

(6,39 ± 1,22) × 109/л и (6,31 ± 1,71) × 109/л (соответственно), а нейтрофилов – 

(3,53 ± 0,78) × 109/л  и (3,32 ± 1,73) × 109/л (соответственно). 
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При микроскопии мазка концентрата клеток после мобилизации G-CSF, 

полученного путем градиентного выделения, было показано, что 

(90,5 ± 5,8) % клеток составляли лимфоциты, в том числе, малые лимфоциты, 

оставшиеся клетки были представлены моноцитами (рисунок 3). 

 

  
Рисунок 3 – Морфология мазка концентрата клеток крови после мобилизации        

G-CSF, обогащенного выделением на градиенте плотности фиколл/верографина у 

пациентов с ХСН. Увеличение × 90 

 

Результаты исследования популяционного состава МНК периферической 

крови у пациентов с ХСН на фоне мобилизации МНК G-CSF по данным 

проточной цитометрии представлены в таблице 4.  

Каких-либо статистически значимых различий в количестве популяций 

CD3+ Т-лимфоцитов и субпопуляций Т-клеток (CD4, CD8), В-лимфоцитов (CD19), 

и в количестве CD14+ моноцитов на фоне мобилизации МНК G-CSF не выявлено. 
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Таблица 4 – Количество основных популяций МНК периферической крови у 

пациентов с ХСН на фоне мобилизации G-CSF (n = 26) 

Фенотип МНК 
Количество популяций МНК, %  

0-е сутки 6-е сутки 

CD3+ 61,57 ± 15,37 
66,00 ± 8,37 

р = 0,3 

CD4+ 38,33 ± 11,25 
39,00 ± 9,33 

р = 0,6 

CD8+ 20,75 ± 10,26 
23,63 ± 9,23 

р = 0,5 

CD19+ 1,36 ± 1,11 
1,63 ± 0,17 

р = 0,09 

CD14+ 8,26 ± 6,39 
8,06 ± 4,10 

р = 0,8 

Примечания: 
1. n – количество наблюдений; 
2. данные представлены в виде средних значений (M±σ); 
3. р – достоверность различия параметров до и после мобилизации G-CSF 

 

Таким образом, введение G-CSF пациентам с ХСН в дозе 3,3–5,0 мкг/кг веса 

в сутки приводит к увеличению количества лейкоцитов и гранулоцитов в 

периферической крови, и не влияет на субпопуляционный состав МНК.  

Увеличение количества нейтрофилов свидетельствует об их экспансии в 

костном мозге, что, следовательно, ведет к мобилизации СПК в периферическое 

русло крови. 
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3.2 Эффект введения гранулоцитарного колониестимулирующего 

фактора на выход в периферическое русло крови эндотелиальных 

прогениторных клеток 

 

Известно, что G-CSF регулирует пролиферацию СПК костного мозга и их 

миграцию из костного мозга в кровь, а на фоне мобилизации G-CSF экспансия 

гранулоцитов ведет к нарастанию количества СПК, в том числе и ЭПК [145]. 

Поэтому следующим этапом работы стало исследование влияния мобилизации 

МНК G-CSF на содержание ЭПК у больных с ХСН. 

Ранее в данных литературы показано, что в периферической крови здоровых 

доноров содержание циркулирующих ЭПК является невысоким, а применение   

G-CSF приводит к их мобилизации из костного мозга, и как следствие этого – 

увеличению количества ЭПК в периферической крови [280; 282; 322]. Данные же 

о количестве различных популяций ЭПК у пациентов с ХСН являются 

противоречивыми [164], а эффект мобилизации ЭПК при введении G-CSF 

практически не исследован. В единичных работах охарактеризован фенотип 

только «классических» популяций ЭПК. 

В связи с этим следующий этап исследования направлен на идентификацию 

различных популяций ЭПК, с одной стороны, а с другой стороны – оценку 

влияния введения G-CSF на содержание этих популяций в периферической крови 

в процессе мобилизации у пациентов с ХСН. 

В таблице 5 представлены результаты фенотипирования МНК 

периферической крови пациентов с ХСН, которые позволили на основании 

сочетания экспрессии CD маркеров выявить различные популяции разной степени 

дифференцировки ЭПК. 

Показано наличие девяти популяций ЭПК в периферической крови. Причем, 

CD34–/CD133+ клетки являются самой ранней в дифференцировочном отношении 

популяцией ЭПК – так называемые «незрелые» ЭПК. 
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Таблица 5 – Относительное количество ЭПК у пациентов с ХСН (n = 30) 

Фенотип ЭПК 

Количество клеток  

в периферической крови до 

мобилизации G-CSF 

в периферической крови 

после мобилизации  

G-CSF 

CD34+ 0,01 (0,01–0,07) 
0,42 (0,25–0,64) 

p = 0,000024 

CD34+/CD133+ 0,01 (0,01–0,01) 
0,02 (0,01–0,04) 

p = 0,01 

CD34–/CD133+ 0,10 (0,05–0,10) 
0,40 (0,05–0,60) 

p = 0,0039 

CD34+/VEGFR2
+ 0,01 (0,01–0,02) 

0,09 (0,08–0,10) 

р = 0,004 

CD34–/VEGFR2
+ 0,27 (0,17–0,60) 

0,95 (0,85–1,10) 

р = 0,004 

CD34+/CD31+ 0,10 (0,05–0,28) 
0,28 (0,04–0,30) 

р = 0,02 

CD34–/CD31+ 15,90 (12,30–30,00) 
18,00 (13,00–32,00) 

р = 0,04 

CD14–/VEGFR2
+ 0,61 (0,41–2,42) 

2,90 (1,35–5,35) 

р = 0,06 

CD14+/VEGFR2
+ 0,70 (0,10–3,90) 

3,80 (0,13–6,30) 

р = 0,003 

Примечания: 
1. n – количество наблюдений; 
2. данные представлены в виде медианных (Me) и диапазона                                 

25–75 %  квартильных значений (LQ – UQ); 
3. р – достоверность различия параметров до и после мобилизации G-CSF  

 

Клетки, экспрессирующие CD34/CD133, CD34 маркеры, являются «более 

зрелыми» популяциями ЭПК. Коэкспрессия маркера зрелых эндотелиальных 

клеток VEGFR2 или CD31 к CD34 маркеру стволовых клеток позволяет 

определить еще две популяции зрелых ЭПК – CD34+/VEGFR2
+ и CD34+/CD31+ 

клетки. Утрата экспрессии маркера стволовых клеток CD34 на этих двух 

популяциях клеток характеризует эндотелиальные циркулирующие клетки, 
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представленные фенотипами CD34–/VEGFR2
+, CD34–/CD31+ и CD14–/VEGFR2

+.  

Также выявлены ЭПК моноцитарного происхождения с фенотипом 

CD14+/VEGFR2
+. 

Установлено, что у пациентов с ХСН в периферической крови до 

проведения процедуры мобилизации G-CSF содержится незначительное 

количество ЭПК, за исключением циркулирующих зрелых эндотелиальных клеток 

с фенотипом CD34–/CD31+ и CD34–/VEGFR2
+, CD14–/VEGFR2

+, а также ЭПК 

моноцитарного происхождения с фенотипом CD14+/VEGFR2
+. 

Так, в частности, относительное количество клеток с фенотипом 

CD34+/CD133+ (более «зрелая» популяция ЭПК) было статистически значимо 

ниже количества клеток с фенотипом CD34–/CD133+ («незрелая» популяция ЭПК) 

(p < 0,01). Также до проведения процедуры мобилизации G-CSF отмечено 

статистически значимое снижение относительного количества клеток с 

фенотипом CD34+/VEGFR2
+ («зрелая» популяция ЭПК) по сравнению с         

CD34–/VEGFR2
+ клетками (циркулирующие зрелые эндотелиальные клетки) 

(p < 0,01). 

Аналогично показано, что относительное количество ЭПК с фенотипом 

CD34+/CD31+ («зрелая» популяция ЭПК) в периферическом русле крови 

статистически значимо меньше (p < 0,01), чем ЭПК с фенотипом CD34–/CD31+ 

(циркулирующие «зрелые» эндотелиальные клетки).  

По относительному количеству ЭПК моноцитарного происхождения до 

проведения процедуры мобилизации G-CSF статистически значимых различий 

выявлено не было. 

Введение G-CSF пациентам с ХСН приводило к мобилизации из костного 

мозга в периферическую кровь всех анализируемых популяций ЭПК (таблица 5; 

рисунок 4).  
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Примечания: 
1. (1) – до мобилизации; (2) – после мобилизации; 
2. (А) – CD34+; (Б) – CD133+/CD34+; (В) –133+/CD34–; (Г) – CD34+/VEGFR2

+;  
(Д) – CD34–/VEGFR2

+; (Е) – CD34+/CD31+; (Ж) – CD34–/CD31+;                              
(З) – CD14+/VEGFR2

+; (И) –  CD14–/VEGFR2
+ популяции клеток 

 
Рисунок 4 – Двухпараметрические гистограммы распределения ЭПК, полученные 

в результате цитофлюориметрического исследования МНК периферической крови 

при мобилизации G-CSF у пациентов с ХСН 

 

Выявлено статистически значимое возрастание количества так называемых 

«классических» популяций ЭПК с фенотипом CD34+, CD34+/CD133+ и 

CD34+/VEGFR2
+. 
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Относительное количество CD34–/CD133+ клеток, представляющих собой 

самую незрелую популяцию анализируемых ЭПК, статистически значимо 

увеличилось в 16 раз по сравнению с популяцией клеток CD34+/CD133+, которые 

являются более зрелыми ЭПК (p < 0,05).  

Выявлено статистически значимое увеличение пула циркулирующих зрелых 

эндотелиальных клеток с фенотипом CD34–/VEGFR2
+ в 10 раз по сравнению с 

количеством зрелых ЭПК с фенотипом CD34+/VEGFR2
+ (p < 0,02).  

Также показано статистически значимое увеличение количества 

циркулирующих зрелых ЭПК с фенотипом CD34+/CD31+ и зрелых 

эндотелиальных клеток с фенотипом CD34–/CD31+ после мобилизации G-CSF у 

пациентов.  

В процессе мобилизации статистически значимо возрастает и количество 

ЭПК моноцитарного происхождения, коэкспрессирующих к маркеру зрелых 

эндотелиальных клеток VЕGFR2 моноцитарный маркер CD14 – популяции клеток 

с фенотипом CD14+/VEGFR2
+.  

В то же время увеличение количества клеток, экспрессирующих           

CD14–/VEGFR2
+, не является статистически значимым. 

На следующем этапе проводилась оценка абсолютного содержания в 

периферической крови пациентов с ХСН популяций ЭПК до и после мобилизации 

G-CSF. 

Анализ абсолютных значений популяций ЭПК у пациентов с ХСН до и 

после проведения процедуры мобилизации G-CSF показан на рисунках 5–9. 

Выявлено статистически значимое увеличение количества «классической» 

популяции ЭПК, экспрессирующей CD34+ маркер с 0,24 × 106/л до 18,70 × 106/л 

(рисунок 5). 
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Примечания: 
1. n – количество наблюдений; 
2. данные представлены в виде медианных (Me) и диапазона                       

25–75% квартильных значений (LQ – UQ);  
3. по оси ординат – количество клеток × 106/л; обозначения: (д) – до 

процедуры мобилизации G-CSF; (п) – после процедуры мобилизации G-CSF;  
4. р – достоверность различия по сравнению с показателями до введения    

G-CSF 
 

Рисунок 5 – Динамика изменения абсолютного количества ЭПК с фенотипом 

CD34+ в ходе проведения процедуры мобилизации G-CSF у пациентов с ХСН 

(n = 30) 

 

Происходит статистически значимое увеличение абсолютного количества в 

периферической крови ЭПК двух других «классических» популяций ЭПК с 

фенотипом CD34+/CD133+ (с 0,23 × 106/л до 0,96 × 106/л) и CD34+/VEGFR2
+              

(с 0,21 × 106/л до 3,95 × 106/л) (рисунок 6). 
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Примечания: 
1. n – количество наблюдений; 
2. данные представлены в виде медианных (Me) и диапазона                       

25–75% квартильных значений (LQ – UQ);  
3. по оси абсцисс – популяции клеток, по оси ординат – количество клеток 

× 106/л; обозначения: (д) – до процедуры мобилизации G-CSF; (п) – после 
процедуры мобилизации G-CSF;  

4. р – достоверность различия по сравнению с показателями до введения    
G-CSF 

 

Рисунок 6 – Динамика изменения абсолютного количества ЭПК с фенотипом 

CD34+/CD133+ и CD34+/VEGFR2
+ в ходе проведения процедуры мобилизации     

G-CSF у пациентов с ХСН (n = 30) 

 

Помимо этого, отмечено статистически значимое возрастание в 

периферической крови абсолютного количества ранней в дифференцировочном 

отношении популяции ЭПК с фенотипом CD34–/CD133+ (с 1,65 × 106/л до 

15,40 × 106/л) и клеток с фенотипом CD34+/CD31+ (с 1,70 × 106/л до 8,40 × 106/л) 

(рисунок 7). 
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Примечания: 
1. n – количество наблюдений; 
2. данные представлены в виде медианных (Me) и диапазона             

25–75% квартильных значений (LQ – UQ);  
3. по оси абсцисс – популяции клеток, по оси ординат – количество клеток 

× 106/л; обозначения: (д) – до процедуры мобилизации G-CSF; (п) – после 
процедуры мобилизации G-CSF;  

4. р – достоверность различия по сравнению с показателями до введения    
G-CSF 

 

Рисунок 7 – Динамика изменения абсолютного количества CD34–/CD133+ и 

CD34+/CD31+ клеток в ходе проведения процедуры мобилизации G-CSF у 

пациентов с ХСН (n = 30) 

 

В ходе мобилизации G-CSF происходит увеличение количества не только 

ЭПК, но и циркулирующих зрелых эндотелиальных клеток.  

Отмечено статистически значимое увеличение абсолютного количества 

клеток с фенотипом CD34–/VEGFR2
+ (с 5,25 × 106/л до 43,43 × 106/л) и            

CD34–/CD31+ (с 221,42 × 106/л до 543,52 × 106/л) (рисунок 8). 
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Примечания: 
1. n – количество наблюдений; 
2. данные представлены в виде медианных (Me) и диапазона                       

25–75% квартильных значений (LQ – UQ);  
3. по оси абсцисс – популяции клеток, по оси ординат – количество клеток 

× 106/л; обозначения: (д) – до процедуры мобилизации G-CSF; (п) – после 
процедуры мобилизации G-CSF;  

4. р – достоверность различия по сравнению с показателями до введения    
G-CSF 

 

Рисунок 8 – Динамика изменения абсолютного количества CD34–/VEGFR2
+ и 

CD34–/CD31+ клеток в ходе проведения процедуры мобилизации G-CSF у 

пациентов с ХСН (n = 30) 

 

Также показано, что после введение G-CSF пациентам приводит к 

статистически значимому увеличению в периферической крови абсолютного 

количества ЭПК моноцитарного происхождения с фенотипом CD14+/VEGFR2
+     

(с 9,82 × 106/л до 84,83 × 106/л) (рисунок 9). 

В то же время увеличение количества клеток с фенотипом CD14–/VEGFR2
+ 

практически в 10 раз (с 10,52 × 106/л до 110,23 × 106/л) не является статистически 

значимым. 
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Примечания: 
1. n – количество наблюдений; 
2. данные представлены в виде медианных (Me) и диапазона                       

25–75% квартильных значений (LQ – UQ);  
3. по оси абсцисс – популяции клеток, по оси ординат – количество клеток 

× 106/л; обозначения: (д) – до процедуры мобилизации G-CSF; (п) – после 
процедуры мобилизации G-CSF;  

4. р – достоверность различия по сравнению с показателями до введения    
G-CSF 

 

Рисунок 9 – Динамика изменения абсолютного количества CD14+/VEGFR2
+ и 

CD14–/VEGFR2
+ клеток в ходе проведения процедуры мобилизации G-CSF у 

пациентов с ХСН (n = 30) 

 

На основании иммунноцитохимического исследования было показано, что 

CD34 маркер экспрессируется на поверхности клеточной мембраны МНК у 

пациентов с ХСН после мобилизации G-CSF (рисунок 10). 
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Примечание: зеленое свечение – CD34–FITC (маркер ЭПК, меченный 

изотиоцианатом флуоресцеина); синее свечение – DAPI (краситель для 
проявления ядер клеток). Увеличение ×90 

 

Рисунок 10 – Иммунноцитохимическая идентификация CD34+ клеток мазка 

концентрата клеток после мобилизации G-CSF, обогащенного выделением на 

градиенте плотности фиколл/верографина, у пациентов с ХСН 

 

Таким образом, результаты свидетельствуют, что в периферической крови 

пациентов с ХСН идентифицируются девять типов ЭПК. Введение G-CSF 

пациентам с ХСН приводит к эффективной мобилизации ЭПК в периферическую 

кровь, причем ЭПК представлены различными популяциями клеток 

костномозгового происхождения и моноцитарными ЭПК. Среди циркулирующих 

эндотелиальных клеток идентифицируются популяции разной степени 

дифференцировки – от недифференцированных ЭПК до зрелых эндотелиальных 

клеток. 
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3.3 Исследование функциональной активности мононуклеарных 

клеток, обогащенных эндотелиальными прогениторными клетками 

 

При длительном ишемическом анамнезе происходят изменения не только 

количественного состава СПК периферической крови, но и их функциональной 

активности [271]. Основными свойствами клеток, характеризующими их 

функциональную активность, являются способность к пролиферации, миграции и 

продукции биологически активных веществ [166; 244]. 

 

3.3.1 Изучение пролиферативной активности мононуклеарных клеток в 

ходе мобилизации гранулоцитарным колониестимулирующим фактором 

 

Изучение пролиферативной активности показало, что после процедуры 

мобилизации G-CSF, как в спонтанных условиях, так и при стимуляции Кон А и 

цитокинами G-CSF и Epo, происходит увеличение пролиферации МНК по 

сравнению с показателями до процедуры мобилизации G-CSF (p < 0,05) 

(рисунок 11). Уровень спонтанной пролиферации до мобилизации составил 

(0,38 ± 0,03) ед.опт.пл., а после – (0,49 ± 0,13) ед.опт.пл. При стимуляции Кон А 

уровень пролиферации составил (0,43 ± 0,02) ед.опт.пл. и (0,70 ± 0,16) ед.опт.пл. 

(до и после мобилизации, соответственно). Добавление при культивировании G-

CSF приводило к увеличению уровня пролиферации с (0,38 ± 0,04) ед. опт. пл. до 

(0,59 ± 0,12) ед. опт. пл.; а Epo – с (0,42 ± 0,10) ед. опт. пл. до 

(0,5 ± 0,15) ед. опт. пл. Необходимо отметить, что до введения G-CSF пациентам с 

целью мобилизации МНК статистически значимо не отвечали увеличением 

пролиферации на анализируемые стимулы, за исключением Кон А. 

Что же касается индекса стимуляции пролиферативной активности МНК, 

полученных после мобилизации, то при стимуляции митогеном Кон А был 

отмечен максимальный прирост пролиферирующих клеток 

(ИС Кон А = (1,53 ± 0,64) ус. ед.), для G-CSF ИС составил (1,31 ± 0,58) ус. ед. 

Стимуляции пролиферации в ответ на Epo не отмечено. 
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Примечания:  
1. n – количество наблюдений; 
2. данные представлены в виде средних значений (M±σ); 
3. обозначения: спонт – спонтанный уровень пролиферации; Кон А – 

пролиферация в ответ на Кон А; G-CSF – уровень пролиферации в ответ на 
добавление G-CSF;  Еро – уровень пролиферации в ответ на добавление Еро; до – 
показатели до проведения процедуры мобилизации; после G-CSF – показатели 
после проведения процедуры мобилизации; 

4. * – достоверность различий по сравнению с показателями до введения    
G-CSF, p < 0,05 

 

Рисунок 11 – Показатели пролиферативной активности МНК концентрата клеток 

периферической крови пациентов с ХСН в ходе проведения процедуры 

мобилизации G-CSF (n = 35) 

 

Необходимо отметить, что интенсивность пролиферативного ответа МНК, 

обогащенных ЭПК, зависела от количества в периферической крови клеток с 

фенотипом CD34+. Так, в группе пациентов, имевших в периферическом русле 

крови ЭПК с фенотипом CD34+ свыше 0,4 %, выявлен статистически значимо 

больший уровень пролиферации МНК как в спонтанных условиях, так и при 

стимуляции митогеном Кон А и цитокинами G-CSF и Еро, чем при содержании 
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CD34+ клеток менее 0,4 % (таблица 6). 

 

Таблица 6 – Интенсивность пролиферативного ответа МНК концентрата клеток 

периферической крови пациентов с ХСН после мобилизации G-CSF с учетом 

относительного количества ЭПК с фенотипом CD34+ (n = 35) 
Показатели Спонт Кон А G-CSF Epo 

CD34+ > 0,4 % 0,58 ± 0,10* 0,73 ± 0,03* 0,64 ± 0,16* 0,62 ± 0,01* 

CD34+ < 0,4 % 0,34 ± 0,10 0,57 ± 0,10 0,44 ± 0,13 0,40 ± 0,25 

Примечания: 
1. n – количество наблюдений; 
2. данные представлены в виде средних значений (M±σ);  
3. обозначения: спонт - спонтанный уровень пролиферации; кон А – пролиферация в 

ответ на Кон А; G-CSF – уровень пролиферации в ответ на добавление G-CSF, Еро – 
уровень пролиферации в ответ на добавление Еро; до – показатели до проведения 
процедуры мобилизации; после G-CSF – показатели после проведения процедуры 
мобилизации (ед. опт. пл.); 

4. * – достоверность различий между группами, p < 0,05  
 

Исследование фаз клеточного цикла в популяции CD34-позитивных МНК 

представлено в таблице 7. 

 

Таблица 7 – Показатели фаз клеточного цикла популяции клеток с фенотипом 

CD34+, полученных после завершения курса мобилизации G-CSF пациентов с 

ХСН (n = 26) 
Показатели Apo G0/G1 S/G2/M 

CD34+ 2,6 ± 1,1 87,1 ± 5,0 10,5 ± 4,2 

CD34+ > 0,4 % 3,1 ± 0,9* 85,5 ± 6,2* 11,4 ± 5,7* 

CD34+ < 0,4 % 2,1 ± 1,0 88,7 ± 3,4 9,7 ± 2,5 

Примечания: 
1. n – количество наблюдений; 
2. данные представлены в виде средних значений (M±σ) 
3. обозначения: Apo – процент апоптотических CD34+ клеток (ДНК < 2n); G0/G1 

(ДНК = 2n) и S/G2/M (ДНК  > 2n-4n) – процент CD34+ клеток, распределенных по фазам 
клеточного цикла 

4. * – достоверность различий между группами, p < 0,05 
 

Нами показано, что к окончанию мобилизации 10,5 % CD34+  клеток активно 

пролиферируют и находятся S/G2/M фазах клеточного цикла. 
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Большинство CD34+ клеток находятся в состоянии покоя (87,1 % клеток 

определяются в G0/G1 фазах клеточного цикла). В состоянии апоптоза находится 

2,6 % анализируемой популяции. 

В то же время количество клеток, находящихся в S/G2/M фазах клеточного 

цикла, выше у тех пациентов, у которых содержание CD34+ клеток среди МНК, 

полученных после мобилизации G-CSF, было более 0,4 %. А количество клеток, 

находящихся в G0/G1 фазах выше у пациентов с меньшим содержанием 

CD34+ клеток. 

Кроме того, пролиферативный потенциал характеризует и увеличение 

колониеобразующей активности МНК при их обогащении ЭПК у пациентов с 

ХСН после процедуры мобилизации G-CSF (рисунок 12). 

Показано, что количество КОЕ, представленных колониями более 

пятидесяти клеток, увеличивается в 30 раз после мобилизации G-CSF по 

сравнению с исходными данными до введения G-CSF пациентам с ХСН (p < 0,01).  

На рисунке 13 представлена микроскопическая картина КОЕ культуры 

МНК через 14 суток культивирования. 

Таким образом, введение G-CSF пациентам с ХСН способствует 

увеличению пролиферативного потенциала МНК как в спонтанных условиях 

культивирования, так и при стимуляции митогенами и цитокинами. С 

увеличением количества CD34+ ЭПК возрастает пролиферативная активность 

МНК, что является косвенным доказательством того, что интенсивность 

пролиферативного потенциала МНК в некоторой части обеспечена 

мобилизованными ЭПК. 
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Примечания:  
1. n – количество наблюдений; 
2. данные представлены в виде средних значений (M±σ); 
3. обозначения: по оси абсцисс – до – до процедуры мобилизации G-CSF; 

после G-CSF – после процедуры мобилизации G-CSF; по оси ординат – 
количество колониеобразующих единиц (КОЕ); 

4. * – достоверность различий между группами, p < 0,01 
 

Рисунок 12 – Количество колониеобразующих единиц МНК до и после 

завершения процесса мобилизации G-CSF пациентов с ХСН (n = 28) 
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Рисунок 13 – КОЕ МНК пациентов с ХСН после мобилизации G-CSF через 

14 суток культивирования (колонии содержат более 50 клеток). Увеличение 

инвертированного микроскопа  4 × 10 

 

Помимо пролиферации, важным функциональным показателем СПК 

является способность к миграции. 

 

3.3.2 Изучение экспрессии рецептора хоуминга CXCR4 на 

эндотелиальных прогениторных клетках в ходе мобилизации 

гранулоцитарным колониестимулирующим фактором 

 

Миграция СПК в органы и ткани обусловлена ишемическим запросом 

поврежденной ткани, а основным фактором, способствующим хоумингу ЭПК, 

является SDF-1. При этом его связь с рецептором CXCR4 регулирует мобилизацию 

ЭПК в периферическое русло крови и хоумингу в поврежденные ткани [248]. 

Было установлено, что абсолютное количество циркулирующих ЭПК с 

фенотипом CD34+, коэкспрессирующих маркер хоуминга CXCR4, статистически 

значимо увеличилось после проведения курса мобилизации G-CSF и составило 

16,2 × 106/л (1,4 × 106 – 32,9 × 106) по сравнению с исходным абсолютным 
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количеством данных клеток 1,6 × 106/л (0,9 × 106 – 4,0 × 106) (рисунок 14). 
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Примечания:  
1. n – количество наблюдений; 
2. данные представлены в виде медианных (Me) и диапазона                       

25–75% квартильных значений (LQ – UQ); 
3. по оси абсцисс – анализируемая популяция клеток; по оси ординат – 

количество клеток × 106/л; обозначения: до – до процедуры мобилизации G-CSF; 
после – после процедуры мобилизации G-CSF; 

4. р – достоверность различия по сравнению с показателями до введения    
G-CSF 

 

Рисунок 14 – Динамика изменения абсолютного количества  

CD34+/CXCR4
+ клеток в ходе проведения процедуры мобилизации G-CSF у 

пациентов с ХСН (n = 20) 

 

Таким образом, введение G-CSF пациентам с ХСН увеличивает экспрессию 

маркера хоуминга CXCR4 на популяции CD34+ ЭПК, что может определять 

миграционную активность ЭПК после мобилизации при их введении пациенту. 
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3.3.3 Цитокиновый профиль мононуклеарных клеток в ходе 

мобилизации гранулоцитарным колониестимулирующим фактором 

 

Известно, что для стимуляции процессов регенерации, а особенно индукции 

ангиогенеза в ишемизированных и поврежденных тканях, необходимо влияние 

биологически активных веществ, в том числе цитокинов и ростовых факторов 

[262]. 

Активно мигрирующие и пролиферирующие СПК способны оказывать 

паракринные и аутокринные воздействия. 

Поэтому следующим этапом работы стала оценка цитокинпродуцирующей 

способности МНК в ходе проведения процедуры мобилизации G-CSF у пациентов 

с ХСН. 

Было выявлено, что МНК у пациентов с ХСН конститутивно продуцируют 

регуляторные цитокины и ростовые факторы (таблица 8). Причем, уровень 

секреции VEGF, IL-8 и TNF-α в спонтанных условиях был наиболее высоким.  

Продукция МНК TNF-α, IL-10, IL-8 и Epo стимулировалась как                    

Т-клеточным митогеном Кон А, так и ЛПС, являющимся митогеном для клеток 

моноцитарного ряда. Продукция G-CSF и IL-18 МНК увеличилась только при 

стимуляции Кон А, а VEGF – при стимуляции ЛПС.  

После окончания мобилизации МНК, обогащенные ЭПК, уменьшали 

продукцию двух цитокинов – TNF-α и G-CSF по сравнению с продукцией до 

процедуры мобилизации G-CSF, но статистически значимо уменьшался только 

уровень TNF-α. В то же время уровень секреции IL-18, Epo и VEGF статистически 

значимо увеличился, а IL-8 и IL-10 остался сохранным после мобилизации G-CSF. 

Функциональный же резерв мобилизованных МНК, содержащих ЭПК, в 

виде ответа на митогенные стимулы, оставался высоким, за исключением 

продукции VEGF и продукции IL-8 после мобилизации. 

 

 



 Таблица 8 – Показатели концентрации цитокинов и ростовых факторов в кондиционных средах МНК до и после 

завершения процедуры мобилизации G-CSF у пациентов с ХСН (n = 35) 

Цитокины 

(Me; LQ-HQ) 

До мобилизации После мобилизации 

уровень 

спонтанной 

секреции 

уровень секреции, 

стимулированной 

Кон А 

уровень секреции, 

стимулированной 

ЛПС 

уровень 

спонтанной 

секреции 

уровень секреции, 

стимулированной 

Кон А 

уровень секреции, 

стимулированной 

ЛПС 

TNF-α , пг/мл  102,3 (100–175) 420,4 (172–1376) 644,3 (405–900) 
33,0 (23–85) 

р = 0,0003 

278,3 (188–738) 

р = 0,59 

240,3 (130–370) 

р = 0,14 

IL-10, пг/мл  67,7 (57–101) 570,6 (101–746) 534,7 (345–694) 
72,1 (22–102) 

р = 0,72 

484,6 (101–748) 

р = 0,47 

680,3 (102–119) 

р = 0,75 

IL-18, пг/мл 33,0 (18–102) 58,1 (50–64) 39,2 (36–40) 
103,2 (67–135) 

р = 0,034 

197,3 (102–374) 

р = 0,017 

147,2 (102–256) 

р = 0,0004 

IL-8, пг/мл 732,9 (103–965) 1550,3 (147–4450) 1425,0 (120–4000) 
735,7 (103–822) 

р = 0,31 

740,2 (420–4805) 

р = 0,09 

735,1 (350–4065) 

р = 0,14 

Epo, МЕ/мл 27,2 (17,8–101) 215,7 (161–277) 234,8 (171–240) 
102,2 (36–306) 

р = 0,008 

213,5 (130–289) 

р = 0,67 

162,5 (129–223) 

р = 0,63 

G-CSF, пг/мл 13,1 (10–101) 135,5 (127–165) 16,1 (15–18) 
11,0 (10–30) 

р = 0,3 

967,4 (769–1010) 

р = 0,0007 

940,3 (763–3332) 

р = 0,0007 

VEGF, пг/мл 256,2 (102–450) 293,5 (256–300) 448,4 (432–458) 
298,1 (113–340) 

р = 0,03 

300,2 (287–339) 

р = 0,56 

386,7 (211–470) 

р = 0,09 

Примечание – p – достоверность различий по сравнению с показателями продукции цитокинов до введения G-CSF. 



 Таким образом, обогащение периферической крови эндотелиальными 

прогениторными клетками у пациентов с ХСН приводит к увеличению секреции 

мононуклеарными клетками цитокинов с проангиогенной активностью – IL-18, 

Epo и VEGF и возрастанию функционального резерва продукции МНК G-CSF. 

Мобилизация ЭПК G-CSF ведет к снижению секреции МНК провоспалительного 

цитокина TNF-α. 

Аутокринные и межклеточные паракринные взаимодействия во многом 

определяют функциональное состояние клеток. Поэтому следующим логичным 

этапом исследования явилось изучение влияния внешних цитокиновых стимулов 

на секреторную активность МНК пациентов с ХСН до введения и по окончании 

введения G-CSF. 

 

3.3.4 Влияние цитокиновых стимулов на уровень биологически 

активных веществ мононуклеарных клеток, обогащенных эндотелиальными 

прогениторными клетками 

 

В качестве стимулятора культуры МНК до введения G-CSF пациентам и 

культуры МНК, обогащенной ЭПК, использовали G-CSF и Epo. В 

экспериментальных исследованиях in vitro и in vivo показано, что данные 

цитокины обладают проангиогенными свойствами [137; 170; 334; 371]. 

В таблице 9 показано, что добавление в культуру МНК in vitro, полученную 

до процедуры мобилизации у пациентов, ростового фактора G-CSF приводит к 

статистически значимому увеличению продукции IL-10, IL-18, IL-8 и Epo и 

снижению уровня VEGF.  

После мобилизации добавление G-CSF в культуру МНК статистически 

значимо стимулирует секрецию трех цитокинов – TNF-α, IL-10 и IL-18. 

Уровень секреции VEGF остается неизменным. 

Добавление Epo в культуру МНК in vitro, полученную до мобилизации       

G-CSF, также, как культивирование МНК с G-CSF, приводит к повышению 

секреции МНК трех цитокинов – IL-10, IL-18 и IL-8. Уровень секреции G-CSF и 
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VEGF остается неизменным (таблица 10). 

Надо отметить, что добавление Epo к культивируемым МНК, обогащенным 

ЭПК путем мобилизации, приводит к увеличению продукции всех анализируемых 

цитокинов. 

Необходимо подчеркнуть, что только Epo увеличивает секрецию VEGF в 

культуре, стимулированную введением G-CSF пациентам. 

Также показано, что и G-CSF, и Epo стимулируют сниженную продукцию 

TNF-α после мобилизации. Из данных литературы известно, что TNF-α, являясь 

провоспалительным цитокином, обладает и ангиогенными свойствами [96]. 

Индекс стимуляции секреторной активности МНК, полученных до 

мобилизации, был наиболее высоким для IL-10, IL-18, IL-8 при стимулировании 

как G-CSF, так и Epo. После мобилизации оба стимула G-CSF и Epo обладали 

максимальной стимулирующей активностью в отношении TNF-α и IL-10, а Epo – 

и G-CSF. 

Таким образом, добавление G-CSF в культуру МНК пациентов после 

мобилизации статистически значимо стимулирует продукцию трех цитокинов – 

TNF-α, IL-10 и IL-18, а культивирование МНК с Epo увеличивает продукцию еще 

IL-8, G-CSF и VEGF.  

Полученные данные свидетельствует о паракринных взаимодействиях, и о 

возможном аутокринном влиянии указанных цитокинов, продуцируемых 

обогащенными эндотелиальными прогениторными клетками МНК.  

Данный тезис подтверждают результаты корреляционного анализа уровня 

конститутивной спонтанной секреции анализируемых цитокинов и уровня тех 

цитокинов, стимуляция которых G-CSF и Epo была статистически достоверна. 

При анализе результатов учитывали критическое значение коэффициента 

корреляции, которое при выборке объемом 35 объектов исследования     

составляет 0,364. 



 Таблица 9 – Показатели концентрации цитокинов и ростовых факторов в кондиционных средах МНК до и после 

мобилизации G-CSF,стимулированных G-CSF, у пациентов с ХСН (n = 35) 

Цитокины  

(Me; LQ-HQ) 

До мобилизации После мобилизации 

уровень спонтанной 

секреции 

уровень секреции, 

стимулированной       

G-CSF 

ИС 
уровень спонтанной 

секреции 

уровень секреции, 

стимулированной       

G-CSF 

ИС 

TNF-α, пг/мл 102,3 (100–175) 
80,5 (55–110) 

р = 0,09 
0,8 33,0 (23–85) 

425,5 (208–888) 

р = 0,0004 
12,8 

IL-10, пг/мл 67,7 (57–101) 
525,2 (338–650) 

р = 0,01 

7,7 

 
72,1 (22–102) 

1294,3 (990–1520) 

р = 0,004 
17,9 

IL-18, пг/мл 33,0 (18–102) 
181,2 (167–198) 

р = 0,009 

5,4 

 
103,2 (67–135) 

235,4 (113–274) 

р = 0,02 
2,2 

IL-8, пг/мл 732,9 (103–965) 
3115,4 (2980–3345) 

р = 0,008 

4,2 

 
735,7 (103–822) 

1729,7 (357–3586) 

р = 0,18 
2,3 

Epo, МЕ/мл 
27,2 (18–101) 

 

90,3 (80–101) 

р = 0,009 
3,0 102,2 (35–306) 

176,5 (132–201) 

р = 0,9 
1,7 

VEGF, пг/мл 256,2 (102–450) 
172,9 (156–180) 

р = 0,009 
0,7 

298,1 (113–340) 

 

298,3 (240,5–389) 

р = 1,0 
1,0 

Примечания: 
1. n – количество наблюдений; 
2. данные представлены в виде медианных (Me) и квартильных значений (LQ – UQ); 
3. р – достоверность различий по сравнению с показателями спонтанной продукции цитокинов и ростовых факторов 



 Таблица 10 – Показатели концентрации цитокинов и ростовых факторов в кондиционных средах МНК до и после 

мобилизации G-CSF, стимулированных Epo, у пациентов с ХСН (n = 35) 

Цитокины 

(Me; LQ-HQ) 

До мобилизации После мобилизации 

уровень 

спонтанной 

секреции 

уровень секреции, 

стимулированной Epo 
ИС 

уровень спонтанной 

секреции 

уровень секреции, 

стимулированной Epo 
ИС 

TNF-α, пг/мл 
102,3 (100–175) 

100,2 (99–101) 

р = 0,09 
1,0 

33,0 (23–85) 

990,3 (792–1298) 

р = 0,0004 
30,1 

IL-10, пг/мл 
67,7 (57–101) 

294,5 (189–300) 

р = 0,006 
4,3 

72,1 (22–102) 

895,4 (790–1190) 

р = 0,001 
12,4 

IL-18, пг/мл 
33,0 (18–102) 

399,4 (212–415) 

р = 0,04 
12,1 

103,2 (67–135) 

190,5 (104–228) 

р = 0,039 
1,8 

IL-8, пг/мл 
732,9 (103–965) 

3840,7 (2890–4160) 

р = 0,009 
5,2 

735,7 (103–822) 

1578,8 (348–3100) 

р = 0,008 
2,1 

G-CSF, пг/мл 
13,1 (10–101) 

8,5 (7–10) 

р = 0,06 
0,6 

11,0 (10–30) 

 

865,5 (586–3660) 

P = 0,0004 
78,6 

VEGF, пг/мл 
256,2 (102–450) 

253,4 (219–270) 

р = 0,06 
1,0 

298,1 (113–340) 

 

327,0 (278–492) 

р = 0,03 
1,1 

Примечания: 
1. n – количество наблюдений; 
2. данные представлены в виде медианных (Me) и квартильных значений (LQ – UQ); 
3. р – достоверность различий по сравнению с показателями спонтанной продукции цитокинов и ростовых факторов 

 



 Таблица 11 демонстрирует прямую и сильную корреляционную связь 

между уровнем спонтанной продукции IL-10 и уровнем G-CSF-стимулированной 

продукции IL-18. 

 

Таблица 11 – Корреляционные связи между спонтанной продукцией цитокинов и 

цитокинов, стимулированных in vitro G-CSF, у пациентов с ХСН (n=35) 

Стимуля-

ция 

G-CSF 

Спонтанная продукция 

TNF-α IL-10 IL-18 IL-8 Epo G-CSF VEGF 

TNF-α 
R = 0,01 

p = 0,96 

R = 0,49 

p = 0,18 

R = – 0,19 

p = 0,6 

R = 0,50 

p = 0,17 

R = 0,43 

p = 0,2 

R = 0,35 

p = 0,3 

R = 0,18 

p = 0,6 

IL-10 
R = – 0,63 

p = 0,06 

R = – 0,25 

p = 0,5 

R = – 0,08 

p = 0,8 

R = 0,18 

p = 0,6 

R = – 0,18 

p = 0,6 

R = – 0,18 

p = 0,6 

R = 0,81 

p = 0,6 

IL-18 
R = 0,13 

p = 0,7 

R = 0,75 

p = 0,02 

R = 0,33 

p = 0,3 

R = 0,13 

p = 0,7 

R = – 0,46 

p = 0,2 

R = 0,10 

p = 0,7 

R = 0,05 

p = 0,89 

Примечания: 
1. n – количество наблюдений;  
2. R – коэффициент корреляции Спирмена, р – достоверность корреляции 

 

Имеется положительная корреляционная средней степени связь между 

спонтанной продукцией IL-18 и Epo-стимулированной продукцией IL-10, и 

обратная зависимость спонтанного уровня IL-8 и стимулированного уровня 

продукции IL-18 (таблица 12). 

Из анализа корреляционных связей при стимуляции G-CSF и Epo были 

исключены соответствующие цитокины по причине добавления их в 

культуральную среду. 

При сравнительном исследовании влияния G-CSF и Epo на уровень 

продукции цитокинов имеется только положительная корреляционная связь 

между уровнем G-CSF-стимулированной и Epo-стимулированной продукцией 

TNF-α (R = 0,66; p = 0,04). 
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Таблица 12 – Корреляционные связи между спонтанной продукцией цитокинов и 

стимулированной in vitro Epo у пациентов с ХСН (n = 35) 

Стиму-

ляция 

Epo 

Спонтанная продукция 

TNF-α IL-10 IL-18 IL-8 Epo G-CSF VEGF 

TNF-α 
R = 0,26 

p = 0,48 

R = 0,05 

р = 0,89 

R = – 0,36 

р = 0,3 

R = 0,16 

р = 0,6 

R = 0,43 

р = 0,2 

R = 0,57 

р = 0,1 

R = – 0,28 

р = 0,46 

IL-10 
R = 0,08 

р = 0,8 

R = 0,08 

р = 0,9 

R = 0,65 

р = 0,045 

R = – 0,23 

р = 0,54 

R = 0,58 

р = 0,09 

R = 0,4 

р = 0,2 

R = – 0,55 

р = 0,12 

IL-18 
R = – 0,25 

р = 0,5 

R = – 0,19 

р = 0,6 

R = – 0,08 

р = 0,9 

R = – 0,76 

р = 0,01 

R = 0,26 

р = 0,48 

R = – 0,54 

р = 0,13 

R = 0,36 

р = 0,33 

IL-8 
R = – 0,16 

р = 0,6 

R = 0,32 

р = 0,3 

R = 0,17 

р = 0,6 

R = 0,68 

р = 0,05 

R = – 0,30 

р = 0,4 

R = – 0,05 

р = 0,8 

R = 0,43 

р = 0,24 

G-CSF 
R = – 0,08 

р = 0,8 

R = 0,12 

р = 0,7 

R= – 0,18 

р = 0,6 

R = 0,51 

р = 0,15 

R= – 0,09 

р = 0,8 

R = 0,12 

р = 0,7 

R = 0,10 

р = 0,7 

VEGF 
R = – 0,49 

р = 0,17 

R = 0,10 

р = 0,7 

R = 0,11 

р = 0,7 

R = 0,47 

р = 0,1 

R = – 0,16 

р = 0,6 

R = – 0,09 

р = 0,8 

R = 0,30 

р = 0,4 

Примечания: 
1. n – количество наблюдений; 
2. R – коэффициент корреляции Спирмена; р – достоверность корреляции 

 

Полученные результаты свидетельствуют, что ростовые факторы и 

цитокины, секретируемые обогащенными ЭПК мононуклеарными клетками 

периферической крови, обладая паракринным потенциалом, способны 

осуществлять и аутокринное действие, контролируя секрецию клетками 

биологически активных веществ. Причем цитокины, секретируемые МНК, 

взаимовлияют на продукцию их клетками, и это влияние носит 

разнонаправленный характер. 

Таким образом, установлено, что МНК, обогащенные ЭПК, у пациентов с 

ХСН обладают высокой пролиферативной активностью, способны к 

осуществлению хоуминга и продуцируют широкий спектр цитокинов, в том числе 

с проангиогенным действием, которые могут вносить существенный вклад в 

аутокринный и паракринный эффекты ЭПК. 
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Из данных литературы известно, что функциональная активность ЭПК 

зависит от их фенотипа, поэтому закономерным стало изучение взаимовлияния 

уровня продукции цитокинов и количества различных популяций ЭПК пациентов 

с ХСН в ходе проведения процедуры мобилизации G-CSF [88]. 

 

3.4. Изучение взаимосвязей количества циркулирующих 

эндотелиальных прогениторных клеток, мобилизованных гранулоцитарным 

колониестимулирующим фактором, с продукцией цитокинов и ростовых 

факторов 

 

Данное исследование прежде всего направлено на выяснение доли участия 

различных популяций ЭПК в продукцию цитокинов при мобилизации G-CSF. При 

анализе результатов учитывали критическое значение коэффициента корреляции, 

которое при выборке объемом 35 объектов исследования составляет 0,364. 

Результаты корреляционного исследования взаимосвязи абсолютного 

количества различных популяций циркулирующих ЭПК и конститутивного 

уровня цитокинов в кондиционных средах при культивировании МНК после 

мобилизации G-CSF представлены в таблице 13 (приводятся данные тех 

популяций ЭПК, которые показали наличие корреляционных связей с 

анализируемыми цитокинами). 

Была установлена положительная сильная корреляционная связь между 

количеством ЭПК с фенотипом CD34–/CD133+ и продукцией TNF-α (R = 0,73; 

p = 0,02). Между продукцией IL-18 и количеством в крови ЭПК с фенотипом 

CD34+/VEGFR2
– и ЭПК с фенотипом CD34+/VEGFR2

+ также имеется прямая и 

сильная зависимость (R = 0,70; p = 0,03 и R = 0,82; p = 0,01; соответственно). 

Продукция Epo имела положительную корреляционную связь с количеством 

ЭПК с фенотипом CD34–/VEGFR2
+. Кроме этого, установлено наличие 

взаимосвязи количества ЭПК с фенотипом CD34+/CD31+ с продукцией VEGF, 

которая носила прямой и сильный характер. Также имеется положительная 

корреляционная связь количества ЭПК с фенотипом CD34–/CD31+ и продукции 
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IL-10 (R = 0,90; p = 0,03). Сопоставление уровня секреции G-CSF и IL-8 и 

количества популяций ЭПК не выявило статистически значимых корреляционных 

связей.  

 

Таблица 13 – Корреляционные связи между количеством ЭПК в периферической 

крови и уровнем продукции цитокинов и ростовых факторов после мобилизации 

G-CSF у пациентов с ХСН (n = 35) 

Количество ЭПК в 

периферической 

крови после 

мобилизации G-CSF 

(106/л) 

Уровень продукции (пг/мл) 

TNF-α IL-10 IL-18 Epo (МЕ/мл)  VEGF 

CD34–/CD133+ 
R = 0,73 

р = 0,02 

R = 0,16 

р = 0,67 

R = – 0,17 

р = 0,65 

R = 0,24 

р = 0,51 

R = 0,24 

р = 0,51 

CD34+/VEGFR2- 
R = 0,25 

р = 0,51 

R = 0,22 

р = 0,55 

R = 0,70 

р = 0,03 

R = 0,30 

р = 0,4 

R = 0,05 

р = 0,89 

CD34+/VEGFR2+ 
R = 0,41 

р = 0,3 

R = 0,32 

р = 0,44 

R = 0,82 

р = 0,01 

R = – 0,40 

р = 0,3 

R = – 0,30 

р = 0,42 

CD34–/VEGFR2+ 
R = 0,42 

р = 0,7 

R = – 0,42 

р = 0,29 

R = 0,10 

р = 0,19 

R = 0,86 

р = 0,005 

R = – 0,21 

р = 0,58 

CD34+/CD31+ 
R = – 0,32 

р = 0,62 

R = 0,87 

р = 0,1 

R = 0,53 

р = 0,39 

R = – 0,72 

р = 0,18 

R = 0,90 

р = 0,03 

CD34–/CD31+ 
R = – 0,10 

р = 0,87 

R = 0,95 

р = 0,03 

R = 0,64 

р = 0,28 

R = 0,63 

р = 0,28 

R = 0,70 

р = 0,28 

Примечания: 
1. n – количество наблюдений; 
2. R - коэффициент корреляции Спирмена; р – достоверность корреляции 

 

Таким образом, выявленные корреляционные связи позволяют 

предположить, что циркулирующие клетки с фенотипом «незрелых» ЭПК   

(CD34–/CD133+), более зрелые ЭПК (CD34+/VEGFR2
– , CD34+/VEGFR2

+, 

CD34+/CD31+) и циркулирующие эндотелиальные клетки (CD34–/VEGFR2
+,   

CD34–/CD31+) принимают активное участие в продукции цитокинов, обладающих 
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выраженной проангиогенной активностью. 

 

ЗАКЛЮЧЕНИЕ К ГЛАВЕ 3 

 

Проведенный анализ результатов исследования морфофункциональных 

свойств циркулирующих ЭПК у пациентов с хронической сердечной 

недостаточностью дает основание утверждать, что введение гранулоцитарного 

колониестимулирующего фактора пациентам с тяжелой формой хронической 

сердечной недостаточности приводит к экспансии гранулоцитов, тем самым 

способствуя мобилизации из костного мозга в периферическое русло крови 

различных популяций разной степени дифференцировки эндотелиальных 

прогениторных клеток.  

В периферической крови у пациентов с ХСН идентифицируется девять 

популяций ЭПК с фенотипом CD34+, CD34+/CD133+, CD34+/VEGFR2
+, 

CD133+/CD34–, CD34+/CD31+, VEGFR2
+/CD34–, CD31+/CD34–, CD14+/VEGFR2

+, 

VEGFR2
+/CD14–. 

Мононуклеарные клетки периферической крови, обогащенные ЭПК, у 

пациентов с хронической сердечной недостаточностью обладают высокой 

функциональной активностью – пролиферативным и миграционным потенциалом, 

продуцируют широкий спектр цитокинов. Обогащение периферической крови 

ЭПК у пациентов с хронической сердечной недостаточностью приводит к 

увеличению секреции МНК цитокинов с проангиогенной активностью – IL-18, 

Epo и VEGF, и снижению провоспалительного цитокина TNF-α. Мобилизация 

ведет к возрастанию функционального резерва продукции проангиогенных 

цитокинов. Уровень секреции TNF-α, IL-10, IL-18, Epo и G-CSF увеличивается на 

митогенные стимулы КонА и ЛПС, и цитокиновые стимулы G-CSF и Epo. 

Количество циркулирующих клеток с фенотипом CD34–/CD133+, 

CD34+/VEGFR2
–, CD34+/VEGFR2

+, CD34+/CD31+, CD34–/VEGFR2
+, CD34–/CD31+ 

находится в прямой корреляционной связи с концентрацией цитокинов в 

кондиционной среде при культивировании МНК после мобилизации G-CSF – 
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TNF-α, IL-10, IL-18, Epo и VEGF, что предполагает вовлеченность данных 

популяций клеток в продукцию биологически активных веществ. 
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ГЛАВА 4 МОРФОФУНКЦИОНАЛЬНЫЕ СВОЙСТВА КУЛЬТИВИРУЕМЫХ 

ЭНДОТЕЛИАЛЬНЫХ ПРОГЕНИТОРНЫХ КЛЕТОК ПАЦИЕНТОВ С 

ХРОНИЧЕСКОЙ СЕРДЕЧНОЙ НЕДОСТАТОЧНОСТЬЮ ПОСЛЕ 

МОБИЛИЗАЦИИ ГРАНУЛОЦИТАРНЫМ КОЛОНИЕСТИМУЛИРУЮЩИМ 

ФАКТОРОМ 

 

4.1 Оценка пролиферативных и морфологических свойств 

эндотелиальных прогениторных клеток, выращенных in vitro 

 

Циркулирующие ЭПК при миграции их в ткани становятся тканевыми ЭПК, 

способствуют развитию сосудов, влияя на различные этапы ангиогенеза [263]. 

В ряде работ показано, что культивирование МНК периферической крови в 

специальных условиях способствует появлению в клеточной культуре различных 

типов ЭПК [90; 130; 305], дифференцировка в которые определяется 

микроокружением [264]. В то же время способность СПК дифференцироваться в 

ЭПК зависит от возраста человека и наличия хронических заболеваний [128; 200]. 

Поэтому представлялось важным изучить способность МНК 

периферической крови, с учетом предшествующего длительного гипоксического 

стресса клетками организма в ходе заболевания у пациентов с ХСН, образовывать 

ЭПК in vitro. 

Нами показано, что МНК пациентов с ХСН после мобилизации G-CSF 

способны, с учетом предобработки культуральных флаконов адгезионными 

белками внеклеточного матрикса фибронектином и желатином, 

дифференцироваться в те или иные типы ЭПК. 

Установлено, что до 10 дня культивирования МНК как на фибронектине, так 

и на желатине, адгезировали к поверхности флакона (рисунок 15 А, Б), и к 12-му 

дню формировали монослой, преимущественно состоящий из мелких округлых и 

слабо пролиферирующих клеток (рисунок 15 В). Кроме этого к 14-м суткам было 

отмечено появление кластеров ЭПК (рисунок 15 Г). 
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Примечания: 
1. представлены фотографии культур ЭПК пациентов с ХСН после 

мобилизации G-CSF с инвертированного микроскопа; 
2. А, Б – адгезия округлых клеток на 5-е сутки культивирования 

(увеличение 4 × 10; 10 × 10); В – монослой клеток на 12-е сутки культивирования 
(увеличение 4 × 10); Г – кластеры ЭПК (увеличение 10 × 10) 

 

Рисунок 15 – Морфология адгезировавшей фракции культуры МНК, полученных у 

пациентов с ХСН после курса мобилизации G-CSF (n = 6) 

АА ББ 

ГГ ВВ 
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Примечания: 
1. представлены фотографии культур ЭПК пациентов с ХСН после 

мобилизации G-CSF с инвертированного микроскопа; 
2. А, Б – активно пролиферирующие ЭПК на 21-е сутки культивирования 

(увеличение 4 × 10; 10 × 10); В, Г – выстраивание ЭПК в линии и формирование 
тубулоподобных структур на 21-е сутки (увеличение 10 × 10; 4 × 10)  

 

Рисунок 16 – Морфология пролиферирующей фракции культуры МНК, 

полученных у пациентов с ХСН после курса мобилизации G-CSF (n = 6) 

 

 

АА 

ВВ 

ББ 

ГГ 
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Как видно из рисунка 16 , ЭПК приобретали веретенообразную форму, и, 

как правило, клетки выстраивались в первичные сосудистые тубулоподобные 

структуры на 21-е сутки культивирования, что свидетельствует о способности 

данных клеток к сосудообразованию.  

На данном этапе культивирования МНК отмечается увеличение плотности 

клеток, что свидетельствует об активном высоком пролиферативном потенциале 

данных клеток (рисунок 16 А, Б). 

При дальнейшем культивировании (до 40 суток) ЭПК сохраняли высокий 

пролиферативный потенциал. В эти сроки ЭПК претерпевали морфологические 

изменения, становились распластанными и приобретали вид «глыбчатой 

мостовой», что является морфологической характеристикой принадлежности 

такого типа клеток к «сосудоформирующим» ЭПК (рисунок 17). 

 

    
Примечание – Представлены фотографии культур ЭПК пациентов с 

инвертированного микроскопа. Увеличение 10 × 10  
 

Рисунок 17 – Морфология культуры ЭПК пациентов с ХСН на 27-е сутки 

культивирования in vitro 
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Таким образом, МНК периферической крови пациентов с ХСН по 

завершении курса мобилизации G-CSF при культивировании на белках 

внеклеточного матрикса дифференцируются в ЭПК. 

Известно, что одним из свойств ЭПК является продукция ими ряда 

биологически активных веществ, которые способны оказывать не только 

аутокринное влияние на функциональный потенциал самих клеток-продуцентов, 

но и паракринный эффект на другие клетки организма [338]. 

 

4.2 Исследование функциональной активности культуры 

эндотелиальных прогениторных клеток 

 

4.2.1 Исследование уровня продукции цитокинов, ростовых факторов и 

метаболитов оксида азота эндотелиальными прогениторными клетками на 

белках внеклеточного матрикса 

 

Исследования ряда авторов показали, что два вида ЭПК («ранние» и 

«поздние») различаются не только морфологически, но и функционально, в 

частности по продукции цитокинов и ростовых факторов, и тем самым вносят 

различный вклад в развитие сосудистой сети [87; 148; 338]. 

В связи с этим следующим этапом работы стало изучение продукции 

цитокинов и ростовых факторов культурой ЭПК, полученной после мобилизации 

G-CSF от пациентов с ХСН, в ранние и поздние сроки культивирования, и на 

разных адгезионных белках – фибронектине и желатине. 

Показано, что ЭПК в разные сроки культивирования в культуре 

продуцируют анализируемые цитокины и ростовые факторы. 

На рисунке 18 представлено, что ЭПК пациентов с ХСН после мобилизации     

G-CSF к 8-м суткам культивирования на фибронектине, когда культура 

представлена «ранними» ЭПК, продуцируют широкий спектр цитокинов и 

ростовых факторов – TNF-α (10 пг/мл), IL-10 (668 пг/мл), IL-18 (612 пг/мл),        

IL-8 (4442 пг/мл), Epo (132 МЕ/мл), G-CSF (10 пг/мл), VEGF (536 пг/мл). 
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К 16-м суткам культивирования, когда культура представлена «поздними» 

ЭПК, продукция большинства цитокинов и ростовых факторов статистически 

значимо снижается и составляет IL-10 (320 пг/мл; p = 0,05), IL-18 (95 пг/мл; 

p = 0,003), IL-8 (1040 пг/мл; p = 0,003), Epo (5 МЕ/мл; p = 0,003), VEGF (255 пг/мл; 

p = 0,004). В то же время продукция провоспалительного цитокина                   

TNF-α (10 пг/мл) и ростового фактора G-CSF (10 пг/мл) остается на том же 

уровне. 
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Примечания: 
1. n – количество наблюдений 
2. данные представлены в виде медианных (Me) и диапазона                       

25–75% квартильных значений (LQ – UQ) 
3. по оси абсцисс – анализируемые цитокины; по оси ординат – 

концентрации цитокинов в пг/мл (Еро – МЕ/мл) 
4. * – достоверность различия параметров на 8-е и 16-е сутки 

культивирования ЭПК, p < 0,05 
 

Рисунок 18 – Концентрации цитокинов и ростовых факторов в кондиционной 

среде ЭПК на 8-е и 16-е сутки культивирования на фибронектине (n = 8) 

 

Что же касается ЭПК, культивировавшихся на желатиновой основе, то 
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показано, что к 8-м суткам продукция цитокинов и ростовых факторов ими 

составила TNF-α (297 пг/мл) и Epo (900 МЕ/мл), что выше по сравнению с 

культурой ЭПК, культивировавшимися на фибронектине (рисунок 19). 
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Примечания: 
1. n – количество наблюдений; 
2. данные представлены в виде медианных (Me) и диапазона                      

25–75% квартильных значений (LQ – UQ); 
3. по оси абсцисс – анализируемые цитокины; по оси ординат – 

концентрации цитокинов в пг/мл (Еро – МЕ/мл); 
4. * – достоверность различия параметров на 8-е и 16-е сутки 

культивирования ЭПК, p < 0,05 
 

Рисунок 19 – Концентрации цитокинов и ростовых факторов в кондиционной 

среде ЭПК на 8-е и 16-е сутки культивирования на желатине (n = 8) 

 

В то же время продукция IL-10 (11 пг/мл), IL-18 (7 пг/мл),IL-8 (520 пг/мл), 

G-CSF (10 пг/мл), VEGF  (107 пг/мл) была снижена по сравнению с продукцией 

культивировавшихся ЭПК на фибронектине. 

Как видно из рисунка 19, с увеличением срока (16-е сутки) культивирования 

на желатине с появлением в культуре «поздних» ЭПК снижается продукция 
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Epo (155 МЕ/мл; p = 0,004), TNF-α (66 пг/мл; p = 0,004), IL-8 (205 пг/мл; 

p = 0,003). При этом на прежнем уровне сохраняется продукция G-CSF (10 пг/мл), 

в то же время статистически значимо увеличивается продукция IL-10 (147 пг/мл; 

p = 0,01), IL-18 (178 пг/мл; p = 0,04) и VEGF (171 пг/мл; p = 0,02) по сравнению с 

продукцией данных цитокинов и ростовых факторов на 8-е сутки, когда культура 

представлена «ранними» ЭПК. 

Кроме секреции ростовых факторов и цитокинов, эндотелиальные клетки 

разной степени дифференцировки характеризуются продукцией стойких 

метаболитов NO – вазодилататора, который повышает проницаемость эндотелия 

сосудов, что приводит к миграции клеток из кровеносного русла в ткани, тем 

самым способствуя ангиогенезу [159; 168]. 

Поэтому следующим этапом работы стала оценка продукции NO «ранними» 

и «поздними» ЭПК при культивировании (рисунок 20). 

Показано, что ЭПК, культивировавшиеся на фибронектине, к 16-м суткам 

статистически значимо снижают уровень продукции NO (4,7 и 3,1 ммоль/л на 8-е 

и 16-е сутки культивирования, соответственно) (рисунок 20 А). Что же касается, 

культуры «поздних» ЭПК, культивированных на желатиновой основе, то для них 

характерна обратная картина по продукции NO, а именно, статистически значимое 

увеличение продукции NO в КС на 16-е сутки культивирования по сравнению с   

8-ми сутками (3,9  ммоль/л и 5,0 ммоль/л, соответственно), когда культура 

представлена «ранними» ЭПК (p < 0,01) (рисунок 20 Б).  

Полученные данные свидетельствуют о том, что на желатине культура в 

большей степени представлена «поздними» ЭПК, которые за счет увеличенной 

продукции NO лучше мигрируют в ткани и напрямую участвуют в ангиогенезе 

[178]. 
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Примечания: 
1. n – количество наблюдений; 
2. данные представлены в виде медианных (Me) и диапазона                      

25–75% квартильных значений (LQ – UQ); 
3. *– достоверность различия параметров на 8-е и 16-е сутки 

культивирования ЭПК, p = 0,01 
 

Рисунок 20 – Концентрации стойких метаболитов NO в кондиционной среде ЭПК 

на 8-е и 16-е сутки культивирования на фибронектине и желатине (n = 8) 

 

Таким образом, культивируемые в разные сроки ЭПК пациентов с ХСН 

секретируют биологически активные вещества, в том числе проангиогенные  

цитокины и ростовые факторы. Очевидно, что секретируемые «ранними» ЭПК 

молекулы способствуют пролиферации «поздних» ЭПК. В то же время 

секретируемые «поздними» ЭПК цитокины необходимы для поддержания 

пролиферативного потенциала клеток в культуре. Причем белки внеклеточного 

матрикса влияют на уровень данных биологически активных факторов с учетом 

различных сроков культивирования. 

 

АА ББ 
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4.2.2 Корреляционные связи между продукцией цитокинов 

эндотелиальными прогениторными клетками на фибронектине и желатине 

 

Исследовали взаимовлияние уровня продукции цитокинов и ростовых 

факторов при культивировании ЭПК на адгезионных белках фибронектине и 

желатине (таблица 14). 

При анализе результатов учитывали критическое значение коэффициента 

корреляции, которое при выборке объемом 8 объектов исследования 

составляет 0,738. 

Выявлена положительная корреляционная связь между уровнем продукции 

трех цитокинов – IL-8, Epo и VEGF при культивировании на желатине и этих же 

цитокинов на фибронектине.  

Уровень продукции IL-8 при культивировании на фибронектине находился 

в прямой корреляционной связи с уровнем продукции на желатине IL-10, IL-18, 

Epo и VEGF; в отрицательной корреляционной связи с уровнем TNF-α.  

Кроме того, имеется корреляционная связь содержания Epo при 

культивировании ЭПК на фибронектине и уровня TNF-α, IL-10, IL-8, VEGF на 

желатине, которая имеет в первых двух случаях прямой характер.  

Уровень IL-10 на фибронектине положительно коррелирует с уровнем IL-18 

на желатине. 

Таким образом, белки внеклеточного матрикса фибронектин и желатин 

оказывают различное влияние на уровень секреторной активности 

культивируемых ЭПК. 

 

 

 



 Таблица 14 – Корреляционные связи между продукцией цитокинов ЭПК на фибронектине и желатине (n = 8) 

Цитокины 
Культивирование ЭПК на желатине 

TNF-α IL-10 IL-18 IL-8 Epo G-CSF VEGF 

Ку
ль

ти
ви

ро
ва

ни
е 

Э
П

К 
на

 ф
иб

ро
не

кт
ин

е 

TNF-α 
R = 0,18 

р = 0,5 

R = 0,03 

р = 0,1 

R = – 0,38 

р = 0,2 

R= – 0,25 

р = 0,4 

R = 0,10 

р = 0,7 

R = 0,01 

р = 0,9 

R = – 0,45 

р = 0,1 

IL-10 
R= – 0,39 

р = 0,2 

R = 0,55 

р = 0,07 

R = 0,77 

р = 0,005 

R = 0,31 

р = 0,3 

R = – 0,24 

р = 0,4 

R = 0,53 

р = 0,9 

R = 0,47 

р = 0,1 

IL-18 
R = 0,03 

р = 0,9 

R = – 0,17 

р = 0,6 

R = 0,30 

р = 0,3 

R = – 0,12 

р = 0,7 

R = 0,29 

р = 0,3 

R = 0,11 

р = 0,7 

R = 0,11 

р = 0,7 

IL-8 
R = – 0,75 

р = 0,007 

R = 0,75 

р = 0,03 

R = 0,81 

р = 0,002 

R = 0,78 

р = 0,004 

R = 0,75 

р = 0,01 

R = 0,10 

р = 0,7 

R = 0,87 

р = 0,001 

Epo 
R = 0,80 

р = 0,002 

R = 0,75 

р = 0,007 

R = – 0,56 

р = 0,06 

R = – 0,90 

р = 0,0001 

R = 0,90 

р = 0,0001 

R = 0,02 

р = 0,9 

R = – 0,80 

р = 0,007 

G-CSF 
R = 0,02 

р = 0,9 

R = 0,10 

р = 0,8 

R = 0,10 

р = 0,8 

R = 0,01 

р = 0,8 

R = 0,07 

р = 0,9 

R = 0,10 

р = 0,8 

R = 0,10 

р = 0,7 

VEGF 
R = – 0,34 

р = 0,3 

R = 0,14 

р = 0,7 

R = 0,42 

р = 0,1 

R = 0,47 

р = 0,2 

R = – 0,35 

р = 0,3 

R = 0,10 

р = 0,8 

R = 0,74 

р = 0,02 

Примечания: 
1. n – количество наблюдений 
2. R – коэффициент корреляции Спирмена; р – достоверность корреляции  
 



 ЗАКЛЮЧЕНИЕ К ГЛАВЕ 4 

 

Проведенный анализ результатов исследования морфофункциональных 

свойств культивируемых эндотелиальных прогениторных клеток пациентов с 

хронической сердечной недостаточностью дает основание утверждать, что МНК 

после мобилизации G-CSF у пациентов с хронической сердечной 

недостаточностью способны при культивировании дифференцироваться в ЭПК. 

ЭПК, культивированные в разные сроки, отличаются морфологически и 

функционально. «Ранние» ЭПК, обладая низким пролиферативным потенциалом, 

секретируют биологически активные вещества, что зависит от влияния белков 

внеклеточного матрикса. При культивировании на фибронектине «ранние» ЭПК 

секретируют более высокий уровень IL-10, IL-18, IL-8, Epo, VEGF и NO, а на 

желатине – TNF-α, IL-8 и Epo. Проангиогенные факторы, секретируемые 

культивированными в ранние сроки ЭПК пациентов, обеспечивают пролиферацию 

и образование первичных сосудистых тубулярных структур «поздними» ЭПК. В 

то же время секретируемые «поздними» ЭПК биологически активные молекулы 

необходимы для поддержания пролиферативного потенциала клеток в культуре. 

Очевидно, что разный уровень цитокинов и ростовых факторов при 

культивировании на различных адгезионных белках говорит о регулируемой роли 

внеклеточного микроокружения на функциональное состояние ЭПК. 
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ГЛАВА 5 ИЗУЧЕНИЕ ВЗАИМОВЛИЯНИЯ КУЛЬТИВИРУЕМЫХ 

ЭНДОТЕЛИАЛЬНЫХ ПРОГЕНИТОРНЫХ КЛЕТОК ПАЦИЕНТОВ С 

ХРОНИЧЕСКОЙ СЕРДЕЧНОЙ НЕДОСТАТОЧНОСТЬЮ И ЗРЕЛЫХ 

ЭНДОТЕЛИАЛЬНЫХ КЛЕТОК КЛЕТОЧНОЙ ЛИНИИ EA. hy926 

 

Функциональная активность ЭПК зависит от влияния на них клеток, 

участвующих в неоваскулогенезе, в том числе эндотелиоцитов [5]. С другой 

стороны, зрелые эндотелиальные клетки способны оказывать регулирующее 

влияние на ЭПК. Исследование ангиогенных свойств различных факторов 

осуществляется с использованием клеточных линий. Поскольку первичные 

культуры эндотелиальных клеток имеют ограниченный пролиферативный 

потенциал и отличаются широкой вариабельностью результатов, то перевиваемые 

клеточные линии стабильно воспроизводят свойства эндотелиальных клеток, что 

является их существенными преимуществом. Эндотелиальные клетки человека 

линии EA. hy926 как морфологически, так и функционально отражают свойства 

зрелых эндотелиальных клеток, что позволяет моделировать взаимодействие 

недифференцированных ЭПК пациентов с ХСН и зрелых эндотелиальных клеток 

клеточной линии EA.Hy926 [203]. 

 

5.1 Исследование уровня цитокинов, ростовых факторов и метаболитов 

оксида азота в кондиционной среде эндотелиальных прогениторных клеток и 

клеточной линии EA. hy926 

 

В настоящее время основным механизмом регенеративных/репаративных 

процессов является паракринный эффект СПК. В то же время взаимодействие 

СПК и дифференцированных клеток также может осуществляться путем 

паракринных стимулов. 

В ряде работ показано, что при культивировании СПК в кондиционной 

среде накапливаются различные биологически активные молекулы [87; 147; 214]. 
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Для последующего изучения влияния кондиционных сред на 

функциональное состояние культивируемых клеток был проанализирован уровень 

секреции факторов роста, цитокинов и NO культурой недифференцированных 

(ЭПК пациентов) и зрелых эндотелиальных клеток (эндотелиальная клеточная 

линия EA.Hy926). 

Показано, что КС, полученная при культивировании ЭПК, содержит 

определенные уровни исследуемых цитокинов (рисунок 21). 
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Примечания: 
1. n – количество наблюдений; 
2. данные представлены в виде медианных (Me) и диапазона                       

25–75% квартильных значений (LQ – UQ); 
3.  по оси абсцисс – концентрации цитокинов в пг/мл (Epo – МЕ/мл); по оси 

ординат – анализируемые цитокины 
 

Рисунок 21 – Концентрации цитокинов в кондиционной среде ЭПК пациентов с 

ХСН (n = 8) 

 

Причем, содержание IL-8 было наиболее высоким и составило 1699,3 пг/мл. 

Уровень IL-18 (253,9 пг/мл), VEGF (290,5 пг/мл), IL-10 (326,2 пг/мл) и 
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Epo (212,3 МЕ/мл) находился в среднем числовом диапозоне, несколько ниже 

было содержание TNF-α (67,1 пг/мл) и G-CSF (10,1 пг/мл). 

КС, полученная при культивировании EA. hy926, содержит сопоставимый с 

КС ЭПК уровень IL-8 (1630,5 пг/мл), Epo (271,6 МЕ/мл), более низкий уровень 

VEGF (106,6 пг/мл), IL-10 (182,6 пг/мл) и TNF-α (10,9 пг/мл) (рисунок 22). 

Содержание IL-18 (339,8 пг/мл) и особенно G-CSF (174,8 пг/мл), является 

более высоким, чем в КС ЭПК. 
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Примечания: 
1. n – количество наблюдений; 
2. данные представлены в виде медианных (Me) и диапазона                       

25–75% квартильных значений (LQ – UQ); 
3. по оси абсцисс – концентрации цитокинов в пг/мл (Epo – МЕ/мл), по оси 

ординат – анализируемые цитокины 
 

Рисунок 22 – Концентрации цитокинов в кондиционной среде эндотелиальной 

линии EA. hy926 (n = 8) 
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Оценка продукции NO ЭПК и EA. hy926 при культивировании показала, 

что содержание NO в КС ЭПК составляет 4,1 ммоль/мл, а в КС EA. hy926 – 

3,2 ммоль/мл (рисунок 23). 

0 0,5 1 1,5 2 2,5 3 3,5 4 4,5

EA.Hy926

ЭПК

 
Примечания: 
1. данные представлены в виде медианных (Me) и диапазона                       

25–75% квартильных значений (LQ – UQ); 
2. по оси абсцисс – концентрации NO в ммоль/мл 

 

Рисунок 23 – Концентрации стойких метаболитов NO в кондиционной среде ЭПК 

пациентов с ХСН и EA. hy926 

 

Таким образом, культивированные недифференцированные ЭПК пациентов 

и зрелые эндотелиальные клетки линии EA. hy926 КС секретируют 

проангиогенные цитокины и ростовые факторы, а также стойкие метаболиты NO, 

которые накапливаются в кондиционной среде. 
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5.2 Исследование функциональных свойств эндотелиальных 

прогениторных клеток при влиянии биологически активных веществ, 

продуцируемых клетками эндотелиальной линии EA. hy926 

 

Функциональная активность клеток зависит от влияния на них 

биологически активных веществ, как продуцируемых резидентными клетками в 

области образования новых сосудов, так и клетками, участвующими в 

неоваскулогенезе [5]. 

Поэтому следующим этапом работы стало исследование взаимовлияний 

биологически активных веществ, секретируемых в культуральную среду ЭПК и 

клетками эндотелиальной линии EA. hy926, на приборе xCELLigence System в 

режиме реального времени. 

Система xCELLigence измеряет электрический импеданс, создаваемый 

микроэлектродами, встроенными на дне планшетов. Измерение импеданса 

предоставляет количественную информацию о статусе клеток, включая число 

клеток и их выживаемость. Величина электрического импеданса выражается в 

значении клеточного индекса (КИ).  

В лунки вносятся тестируемые вещества (цитокины и КС), снимается 

значение импеданса, а далее вносятся клетки в питательной среде. В условиях 

исследования задается общее время сканирования и интервал сканирования, далее 

все измерения производятся в автоматическом режиме без вмешательства 

экспериментатора. 

Изучали паракринный эффект зрелых эндотелиальных клеток на 

циркулирующие ЭПК и паракринный эффект циркулирующих ЭПК на зрелые 

эндотелиальные клетки. Для сравнительного исследования при культивировании 

использовали цитокины с проангиогенной активностью – VEGF, G-CSF, Epo, 

TNF-α. 
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5.2.1 Исследование пролиферативного потенциала эндотелиальных 

прогениторных клеток под воздействием кондиционной среды клеток 

эндотелиальной линии EA. hy926  

 

Данные пролиферации культуры ЭПК пациентов с ХСН, полученных из 

МНК после мобилизации G-CSF, представлены на рисунке 24.  

 

 
Примечания: 
1. красная линия – спонтанная пролиферация; зеленая линия – 

пролиферация в присутствии VEGF; синяя линия – пролиферация в присутствии 
G-CSF; розовая линия – пролиферация в присутствии Epo; голубая линия – 
пролиферация в присутствии КС от эндотелиальной линии EA. hy926; 

2. по оси ординат – клеточный индекс; по оси абсцисс – время (в часах); 
3. * – достоверность различий по сравнению со спонтанной пролиферацией, 

(p < 0,05)  
 

Рисунок 24 – Показатели пролиферативного потенциала культуры ЭПК, 

мобилизованных G-CSF, пациентов с ХСН (n = 8) 

 

Показано, что пролиферация культуры ЭПК статистически значимо 

увеличивалась в присутствии VEGF (КИ=0,22; p = 0,03), G-CSF (КИ = 0,24; 

** 
** ** 
** 
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p = 0,03), Epo (КИ = 0,25; p = 0,02) и КС от клеток эндотелиальной линии 

EA.Hy926 (КИ = 0,26; p = 0,01), по сравнению со спонтанным пролиферативным 

потенциалом культуры ЭПК (КИ = 0,19) на 4 часа эксперимента. 

На последующих сроках культивирования (24 часа) КС клеток 

эндотелиальной линии EA. hy926 также оказывал статистически значимый 

больший эффект на пролиферацию культуры ЭПК по сравнению со спонтанной 

пролиферацией (КИ = 0,30; p = 0,02). Эффект VEGF, Epo и G-CSF на 

пролиферацию культуры ЭПК был менее выражен по сравнению с эффектом КС 

EA. hy926 (КИ = 0,26; КИ = 0,28 и КИ = 0,26, соответственно).  

Таким образом, КС от клеток EA. hy926 оказывает стимулирующее 

воздействие на пролиферацию ЭПК пациентов с ХСН, причем уровень 

стимуляции является более высоким, чем действие таких ангиогенных факторов, 

как VEGF, G-CSF и Epo. 

С учетом выявленного влияния факторов, продуцируемых зрелыми 

эндотелиальными клетками на пролиферативный потенциал ЭПК, возникла 

необходимость исследовать влияние КС на другой показатель функциональной 

активности ЭПК – миграцию, как отражения способности клеток достигать очага 

ишемии и способствовать ангиогенезу в ишемизированном миокарде. 

 

5.2.2 Исследование миграционного потенциала эндотелиальных 

прогениторных клеток под воздействием кондиционной среды клеток 

эндотелиальной линии EA. hy926 

 

Нами установлено, что миграционная активность культуры ЭПК в 

присутствии КС клеток эндотелиальной линии EA. hy926 увеличивается к 4 часу 

эксперимента (КИ = 0,05; p = 0,01) по сравнению со спонтанной активностью 

ЭПК (КИ = 0,001) (рисунок 25). 

Максимального уровня миграционная активность ЭПК достигала к 

12 часам эксперимента, а затем преобретала волнообразный характер и снова 

увеличивалась к 24 часам наблюдения (КИ = 0,07; p = 0,01) по сравнению со 
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спонтанной активностью ЭПК без добавления КС EA. hy926. 

 

 
Примечания: 
1. красная линия – спонтанная миграция; зеленая линия – миграция в 

присутствии КС от эндотелиальной линии EA. hy926; 
2. по оси ординат – клеточный индекс; по оси абсцисс – время (в часах);  
3. * – достоверность различий по сравнению со спонтанной миграцией, 

(p < 0,05) 
 

Рисунок 25 – Показатели миграционной активности культуры ЭПК 

мобилизованных G-CSF пациентов с ХСН (n = 8) 

 

Таким образом, КС клеток эндотелиальной линии EA. hy926 оказывает 

стимулирующее воздействие на миграцию ЭПК пациентов с ХСН, и это 

обусловлено биологически активными факторами, содержащимися в КС. 

 

 

 

 

** 
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5.3 Исследование влияния секреторных факторов эндотелиальных 

прогениторных клеток на функциональные свойства клеток эндотелиальной 

линии EA. hy926 

 

5.3.1 Исследование пролиферативного потенциала клеток 

эндотелиальной линии EA. hy926 под воздействием кондиционной среды 

эндотелиальных прогениторных клеток 

 

Данные пролиферации культуры эндотелиальной линии EA. hy926 

представлены на рисунке 26.  

В исследовании эффекта растворимых факторов, продуцируемых культурой 

ЭПК пациентов с ХСН после мобилизации G-CSF, на пролиферативный 

потенциал клеток эндотелиальной линии EA. hy926 было выявлено статистически 

значимое увеличение пролиферации клеток EA. hy926 под влиянием КС от 

культуры ЭПК (КИ = 0,7; p = 0,01) в сравнении со спонтанной интенсивностью 

пролиферации клеток эндотелиальной линии EA. hy926 уже к 4 часу 

эксперимента (КИ = 0,1).  

Epo оказывал сопоставимое с КС от культуры ЭПК стимулирующее 

действие на пролиферацию эндотелиальной линии EA. hy926 (КИ = 0,8; p = 0,02) 

в сравнении со спонтанной интенсивностью пролиферации. 

В течение последующих сроков культивирования отмечено равнозначное 

стимулирующее влияние Epo (КИ = 1,7; 1,8) и КС от культуры ЭПК (КИ = 1,7; 1,9) 

на 12 и 24 часа эксперимента, соответственно. 

Таким образом, растворимые биологически активные молекулы, 

содержащиеся в КС при культивировании ЭПК пациентов, оказывают 

стимулирующее воздействие на пролиферацию клеток эндотелиальной линии 

EA. hy926, причем уровень стимуляции пролиферации сопоставим с эффектом 

Epo. 
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Примечания: 
1. красная линия – спонтанная пролиферация; зеленая линия – 

пролиферации в присутствии Epo; синяя линия – пролиферации в присутствии КС 
от ЭПК мобилизованных G-CSF; 

2. по оси ординат – клеточный индекс; по оси абсцисс – время (в часах); 
3. *– достоверность различий по сравнению со спонтанной пролиферацией, 

(p < 0,05) 
 

Рисунок 26 – Показатели пролиферативного потенциала клеток эндотелиальной 

линии EA. hy926 (n = 8) 

 

5.3.2 Исследование миграционного потенциала клеток эндотелиальной 

линии EA. hy926 под воздействием кондиционной среды эндотелиальных 

прогениторных клеток  

 

Как видно из рисунка 27, клетки эндотелиальной линии EA. hy926 к 4 часам 

эксперимента статистически значимо быстрее мигрировали в присутствии КС от 

культуры ЭПК (КИ = 0,56; p = 0,01) и Epo (КИ = 0,30; p = 0,01) по сравнению со 

спонтанной миграцией клеток EA. hy926 (КИ = 0,26) и в присутствии VEGF 

** ** 
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(КИ = 0,27). 

 

 
Примечания: 
1. красная линия – спонтанная миграция; зеленая линия – миграция в 

присутствии VEGF; синяя линия – миграция в присутствии TNF-α; розовая линия 
– миграция в присутствии Epo; голубая линия – миграция в присутствии КС от 
ЭПК  

2. по оси ординат – клеточный индекс; по оси абсцисс – время (в часах) 
3. *– достоверность различий по сравнению со спонтанной миграцией, 

(p < 0,05)  
 

Рисунок 27 – Показатели миграционной активности клеток эндотелиальной линии 

EA. hy926 (n = 8) 

 

На последующих сроках эксперимента отмечено статистически значимое 

увеличение миграции клеток EA. hy926 в присутствии КС от ЭПК (КИ = 1,4; 

p = 0,01) и Epo (КИ = 1,30; p = 0,02), достигавшее максимального 

стимулирующего эффекта этих веществ к 24 часам эксперимента.  

В то же время, хоть и отмечено стимулирование миграции клеток EA. hy926 

** ** 
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в присутствии VEGF (КИ = 1,0) по сравнению со спонтанной миграционной 

активностью клеток EA. hy926 (КИ = 0,90), но воздействие VEGF было ниже 

эффекта КС от ЭПК и Epo. 

Таким образом, растворимые биологически активные молекулы, 

содержащиеся в КС при культивировании ЭПК, оказывают стимулирующее 

воздействие на пролиферацию клеток эндотелиальной линии EA. hy926, причем 

уровень стимуляции сопоставим с Epo и является более высоким, чем при 

действии VEGF и TNF-α. 

Кроме того, в настоящее время миграционную активность эндотелиальных 

клеток оценивают в «модели раны» in vitro (горизонтальная миграция). Суть 

метода заключается в изучении перемещения адгезивных клеток вдоль дна 

луночного планшета из неповрежденной области в зону десквамированного 

монослоя культуры эндотелиальных клеток или «раны». 

Выявлено, что клетки эндотелиальной линии EA. hy926 к 48 часам 

эксперимента закрывают бесклеточную поверхность до 70 % от исходных 

значений (рисунок 28). В то же время, площадь закрытия бесклеточной 

поверхности в присутствии 30 % КС ЭПК достигает 90 %.  

Необходимо отметить, что спонтанная миграция клеток эндотелиальной 

линии EA. hy926 характеризуется постепенным перемещением клеток в зону 

повреждения (рисунок 29 А, Б, В). Под действием же КС ЭПК клетки более 

активно мигрируют в зону повреждения уже в первые часы и к 6 часу 

эксперимента покрывают до 45 % площади бесклеточной поверхности 

(рисунок 29 Г, Д, Е). 
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Примечания: 
1. круг – спонтанная миграция; треугольник – миграция в присутствии КС 

от ЭПК; 
2. по оси абсцисс – время (в часах); по оси ординат – площадь закрытия 

«раневой поверхности»;  
3. *– достоверность различий по сравнению со спонтанной миграцией, 

(p <  0,05)  
 

Рисунок 28 – Показатели горизонтальной миграционной активности клеток 

эндотелиальной линии EA. hy926 (n = 8) 

** 
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Примечание – Спонтанная миграция (А, Б, В); миграция в присутствии КС 

от ЭПК мобилизованных G-CSF (Г, Д, Е). Увеличение 10×10  
 

Рисунок 29 – Показатели горизонтальной миграционной активности культуры 

клеток эндотелиальной линии EA. hy926 

 

АА 

ББ 

ВВ 

ГГ 

ДД 

ЕЕ 



 133

5.4 Исследование влияния фибронектина на миграционный потенциал 

клеток эндотелиальной линии EA. hy926 

 

Из данных литературы известно, что фибронектин оказывает влияние на 

функиональные свойства не только ЭПК, но и способствует адгезии и миграции 

зрелых эндотелиальных клеток [312]. 

В работе проведено изучение миграции клеток EA. hy926 в двух 

экспериментальных моделях. 

Первая модель исследовала миграционный потенциал клеток 

эндотелиальной линии EA. hy926 при их культивировании с фибронектином 

(рисунок 30). 

Было установлено, что VEGF и Epo статистически значимо стимулировали 

миграционный потенциал EA. hy926 по сравнению со спонтанным уровнем 

(p < 0,05). Так, показано возрастание клеточного индекса с 0,014 ± 0,001 до 

0,960 ± 0,020 и с минус 0,008 ± 0,002 до 1,191 ± 0,031 (для VEGF и Epo, 

соответственно).  

В то же время наличие VEGF в культуральной среде оказывало 

статистически значимо меньшее влияние на миграционный потенциал EA. hy926 

по сравнению с эффектом Epo на миграцию клеток (p  <  0,01).  

TNF-α также стимулировал миграцию клеток эндотелиальной линии 

(увеличение КИ с минус 0,001 ± 0,0001 до 1,060 ± 0,11; КИ на 0 часов и 24 часа 

эксперимента, соответственно). 

Следует отметить, что на ранних сроках изучения клеточного индекса через 

4 часа культивирования EA. hy926 наиболее выраженное стимулирование 

мигрирации эндотелиальных клеток было у Epo (КИ = 0,124 ± 0,002). 

Вторая модель изучала миграцию EA. hy926 в лунки камеры, обработанные 

фибронектином (рисунок 31). 

Преинкубация лунок камеры с фибронектином привела к резкому снижению 

миграции EA. hy926 из верхней части камеры по направлению к градиенту 

плотности ростовых факторов, находящихся в нижней части камеры, особенно 
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для миграции без активационных цитокиновых стимулов в первые часы 

наблюдения. 

В тоже время отмечено увеличение миграционного потенциала EA. hy926 в 

лунках, содержащих VEGF (увеличение КИ с 0,036 ± 0,006 до 1,170 ± 0,150), Epo 

(увеличение КИ с 0,051 ± 0,017 до 0,898 ± 0,110) и TNF-α (увеличение КИ с 

0,037 ± 0,005 до 0,788 ± 0,105). 

 

 
Примечания: 
1. красная линия – спонтанная миграция; зеленая линия – миграция в 

присутствии VEGF; синяя линия – миграция в присутствии TNF-α; розовая линия 
– миграция в присутствии Epo; 

2. по оси ординат – клеточный индекс; по оси абсцисс – время (в часах); 
3. *– достоверность различий по сравнению со спонтанной миграцией, 

(p < 0,05) 
 

Рисунок 30 – Значения миграции клеток эндотелиальной линии EA. hy926 по 

направлению к градиенту ростовых факторов 

** 
** 
** 
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Примечания 
1. красная линия – спонтанная миграция; зеленая линия – миграция в 

присутствии VEGF; синяя линия – миграция в присутствии TNF-α; розовая линия 
– миграция в присутствии Epo; 

2. по оси ординат – клеточный индекс; по оси абсцисс – время (в часах); 
3. *– достоверность различий по сравнению со спонтанной миграцией, 

(p < 0,05) 
 

Рисунок 31 – Значения миграции клеток эндотелиальной линии EA. hy926 по 

направлению лунок, обработанных фибронектином 

 

Необходимо отметить, что на ранних сроках наблюдения дополнительные 

стимулы (Epo, TNF-α, VEGF) приводили к незначительному увеличению 

миграционной активности EA. hy926 по сравнению с показателями миграции без 

дополнительных стимулов. 

Таким образом, миграция клеток эндотелиальной линии EA. hy926 зависела 

от наличия в культуральной среде не только ростовых факторов, но и 

фибронектина, гликопротеина, обеспечивающего взаимодействие клеток и их 

секретируемых медиаторов. 

 

** ** ** 
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ЗАКЛЮЧЕНИЕ К ГЛАВЕ 5 

 

Проведенный анализ результатов исследования взаимовлияния 

культивируемых эндотелиальных прогениторных клеток пациентов с 

хронической сердечной недостаточностью и зрелых эндотелиальных клеток 

клеточной линии EA. hy926 дает основание утверждать, что 

недифференцированные ЭПК и зрелые эндотелиальные клетки оказывают 

взаимовлияние на функциональное состояние – пролиферацию и миграцию путем 

паракринных механизмов. Продукты секреции эндотелиальных прогениторных 

клеток стимулируют пролиферацию и миграцию клеток эндотелиальной линии 

EA. hy926, а продуцируемые клетками эндотелиальной линии EA. hy926 

биоактивные вещества в свою очередь увеличивают функциональный потенциал 

ЭПК пациентов с ХСН. 

Проангиогенные факторы, накапливающиеся в кондиционной среде при 

культивировании ЭПК и эндотелиальных клеток, включают в себя ростовые 

факторы и цитокины – VEGF, Epo, G-CSF, IL-8, IL-10, IL-18, TNF-α. Причем 

паракринные эффекты секретируемых недифференцированными и зрелыми 

эндотелиальными клетками факторов сопоставимы со стимулирующим влиянием 

или превышают действие ангиогенных цитокинов – Epo, TNF-α, VEGF, G-CSF. 



 137

ГЛАВА 6 ВЗАИМОСВЯЗЬ ПАРАМЕТРОВ МОРФОФУНКЦИОНАЛЬНЫХ 

СВОЙСТВ ОБОГАЩЕННЫХ ЭНДОТЕЛИАЛЬНЫМИ 

ПРОГЕНИТОРНЫМИ КЛЕТКАМИ МОНОНУКЛЕАРОВ 

ПЕРИФЕРИЧЕСКОЙ КРОВИ С ПОКАЗАТЕЛЯМИ ФУНКЦИОНАЛЬНОГО 

СОСТОЯНИЯ МИОКАРДА ПАЦИЕНТОВ С ХРОНИЧЕСКОЙ СЕРДЕЧНОЙ 

НЕДОСТАТОЧНОСТЬЮ 

 

6.1 Функциональное состояние миокарда после интрамиокардиального 

введения мононуклеарных клеток, обогащенных эндотелиальными 

прогениторными клетками, у пациентов с хронической сердечной 

недостаточностью 

 

Нами исследована эффективность интрамиокардиального введения МНК 

после мобилизации G-CSF у пациентов с ХСН через 6 и 12 месяцев после 

лечения. Надо отметить, что в исследование включены пациенты с тяжелой 

формой ХСН, не подлежащие прямой реваскуляризации миокарда в виду наличия 

противопоказаний или неэффективности прямой реваскуляризации с III-IV 

функциональным классом хронической сердечной недостаточности. Все пациенты 

находились на стандартной медикаментозной терапии. 

Оценка эффективности интрамиокардиального введения в рамках 

диссертационного исследования проводилась по ряду функциональных 

параметров – функциональному классу сердечной недостаточности, фракции 

выброса левого желудочка, данных сцинтиграфии миокарда и исследования 

толерантности к физической нагрузке. 

Интрамиокардиальное введение обогащенных ЭПК мононуклеарных клеток 

пациентам с ХСН привело к статистически значимому снижению 

функционального класса сердечной недостаточности по NYHA (2,87 ± 0,29 до 

2,4 ± 0,66 через 6 месяцев и 2,38 ± 0,65 через 12 месяцев после лечения)     

(таблица 15). Расстояние, пройденное пациентами во время 6-минутного теста 

ходьбы, после проведения клеточной терапии значительно возросло с 
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(235 ± 32) метров до процедуры мобилизации и увеличилось до (288 ± 37) метров 

во время 12-месячного контроля. Фракция выброса левого желудочка 

статистически значимо увеличилась практически на 5 % через 6 месяцев после 

проведения процедуры (с 26,6 ± 5,2 до 31,8 ± 8,7) и через 12 месяцев (31,0 ± 6,1) 

по сравнению с исходными данными. 

 

Таблица 15 – Изменение показателей функционального состояния миокарда 

пациентов при интрамиокардиальном введении МНК (n = 56) 

Показатели 
Класс СН 

(NYHA) 

Тест 6-мин 

ходьбы, м  
ФВЛЖ, %  

Перфузия миокарда, балл  

покой 
нагрузка 

аденозином 

До введения 2,87 ± 0,29 235 ± 32 26,6 ± 5,2 30,2 ± 5,6 34,5 ± 5,4 

Через 6 мес 
2,40 ± 0,66 

(р = 0,0002) 

282 ± 38 

(р = 0,00001) 

31,8 ± 8,7 

(р = 0,03) 

27,2 ± 5,8 

(р = 0,002) 

27,6 ± 4,9 

(р = 0,01) 

Через 12 мес 
2,38 ± 0,65 

(р = 0,0001) 

288 ± 37 

(р = 0,00001) 

31,0 ± 6,1 

(р = 0,04) 

27,8 ± 5,1 

(р = 0,03) 

28,1 ± 5,2 

(р = 0,01) 

Примечания: 
1. n – количество наблюдений; 
2. данные представлены в виде средних значений (M±σ); 
3. р – достоверность различия параметров до и после мобилизации G-CSF 

 

Анализ данных сцинтиграфии миокарда у пациентов, получивших лечение 

интрамиокардиальным введением МНК, выявил статистически значимое 

снижение суммарного индекса гипоперфузии после интрамиокардиального 

введения МНК, как в покое с (30,2 ± 5,6) баллов до (27,2 ± 5,8) баллов и 

(27,8 ± 5,1) баллов через 6 и 12 месяцев, соответственно; так и при нагрузке 

аденозином с (34,5 ± 5,4) баллов до (27,6 ± 4,9) баллов и (28,1 ± 5,2) баллов через 

6 и 12 месяцев, соответственно; Снижение дефектов перфузии при нагрузке и в 

покое свидетельствует об увеличении кровоснабжения миокарда. 

Таким образом, интрамиокардиальное введение МНК, мобилизованных     
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G-CSF, у пациентов с ХСН приводило к повышению толерантности к физической 

нагрузке и снижению функционального класса сердечной недостаточности, а 

также возрастанию фракции выброса левого желудочка сердца и улучшению 

перфузии миокарда. 

 

6.2 Взаимосвязь количества эндотелиальных прогениторных клеток в 

периферической крови после мобилизации и клинических данных пациентов 

 

Логичным продолжением данного исследования стало изучение влияния 

клинических данных пациентов c ХСН (возраст, длительность ИБС и количество 

перенесенных инфарктов) на эффективность мобилизации ЭПК при введении      

G-CSF(таблица 16).  

 

Таблица 16 – Корреляционные связи между количеством ЭПК в периферической 

крови при мобилизации G-CSF и клинических данных пациентов (n = 20) 

Показатели 
Кол. СD34+ Кол. СD34+/CD133+ Кол. СD34+/VEGFR2

+ 

до   после   до   после   до   после   

Возраст 
R = 0,16 

р = 0,6 

R = 0,08 

р = 0,9 

R = – 0,70 

р = 0,1 

R = 0,08 

р = 0,8 

R = – 0,50 

р = 0,3 

R = – 0,59 

р = 0,3 

Длительность 

ИБС 

R = – 0,03 

р = 0,8 

R = 0,45 

р = 0,05 

R = – 0,12 

р = 0,8 

R = 0,65 

р = 0,1 

R = 0,65 

р = 0,1 

R = – 0,9 

р = 0,03 

Количество 

ИМ 

R = – 0,07 

р = 0,7 

R = – 0,07 

р = 0,7 

R = – 0,35 

р = 0,5 

R = – 0,65 

р = 0,1 

R = – 0,65 

р = 0,1 

R = 0,7 

р = 0,18 

Примечания 

1 n – количество наблюдений; 

2 R – коэффициент корреляции Спирмена; p – достоверность корреляции;  

3 обозначения: до – до мобилизации G-CSF; после – после мобилизации G-CSF 

 

Выявлена только одна корреляционная связь между количеством клеток с 

фенотипом СD34+VEGFR2
+ после мобилизации G-CSF и длительностью 

ишемического анамнеза, которая составила у пациентов от 1 до 17 лет. Связь 

носит обратный характер.  
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При анализе результатов учитывали критическое значение коэффициента 

корреляции, которое при выборке объемом 20 объектов исследования 

составляет 0,45. 

Таким образом, у пациентов с небольшой длительностью ИБС при введении 

G-CSF наблюдается высокий уровень популяции СD34+VEGFR2
+ ЭПК в 

периферической крови. Количество ЭПК после мобилизации не зависит от 

возраста и количества перенесенных инфарктов. 

 

6.3 Изучение взаимосвязей морфофункциональных свойств 

обогащенных эндотелиальными прогениторными клетками аутологичных 

мононуклеарных клеток с функциональными параметрами пациентов после 

интрамиокардиального введения 

 

Результаты взаимосвязи количества «классических» популяций ЭПК после 

мобилизации G-CSF и показателей функциональных свойств ишемизированного 

миокарда после интрамиокардиального введения (перфузии миокарда и фракции 

выброса левого желудочка) представлены в таблице 17. 

С показателями перфузии миокарда взаимосвязаны две популяции ЭПК – с 

фенотипом CD34+ и CD34+/CD133+. Наблюдалась положительная корреляционная 

сильная связь между количеством клеток с фенотипом CD34+ и улучшением 

перфузии миокарда, оцененной в покое спустя 6 месяцев после 

интрамиокардиального введения аутологичных МНК; и между количеством 

CD34+/CD133+клеток и улучшением перфузии миокарда при нагрузке аденозином 

через 12 месяцев. 

У популяции CD34+/CD133+ клеток также выявлена прямая сильная 

взаимосвязь с возрастанием ФВЛЖ через 6 месяцев после интрамиокардиального 

введения МНК периферической крови, обогащенных ЭПК. 

У параметров класса сердечной недостаточности и теста толерантности к 

физической нагрузке достоверных корреляционных связей с количеством ЭПК 

после мобилизации G-CSF отмечено не было. 
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Таблица 17 – Корреляционные связи количества ЭПК в периферической крови с 

функциональными параметрами пациентов (n = 20) 

Исследуемые параметры 

Количество клеток в периферической крови после 

мобилизации G-CSF 

CD34+ CD34+/CD133+ CD34+/VEGFR2
+ 

ФВЛЖ 

через 6 мес 
R = 0,12 

р = 0,83 

R = 0,67 

р = 0,018 

R = 0,27 

р = 0,55 

через 12 мес 
R = 0,42 

р = 0,14 

R = 0,41 

р = 0,19 

R = 0,19 

р = 0,59 

Перфузия в 

покое 

через 6 мес 
R = 0,76 

р = 0,049 

R = 0,10 

р = 0,83 

R = 0,13 

р = 0,78 

через 12 мес 
R = 0,45 

р = 0,31 

R = 0,69 

р = 0,09 

R = 0,41 

р = 0,18 

Перфузия 

при 

нагрузке 

через 6 мес 
R = – 0,18 

р = 0,69 

R = 0,13 

р = 0,80 

R = 0,22 

р = 0,63 

через 12 мес 
R = – 0,18 

р = 0,67 

R = 0,84 

р = 0,037 

R = 0,14 

р = 0,66 

Примечания 
1 n – количество наблюдений; 
2 R – коэффициент корреляции Спирмена; р – достоверность корреляции 

 

Далее произведена оценка взаимовлияния секреторного уровня цитокинов 

МНК, обогащенных ЭПК, и показателей функционального состояния миокарда 

после интрамиокардиального введения МНК. Надо отметить, что из всех 

анализируемых цитокинов корреляционные связи выявлены только у 

эритропоэтина (таблица 18). 

Выявлена положительная корреляционная связь между уровнем продукции 

Epo и улучшением класса сердечной недостаточности через 12 месяцев, 

возрастанием фракции выброса левого желудочка через 6 месяцев после 

интрамиокардиального введения МНК. Уровень продукции Epo связан с 

показателями перфузии миокарда, причем наблюдаются корреляционные связи 
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между Epo и улучшением перфузии в покое через 6 месяцев, и улучшением 

перфузии при нагрузке аденозином через 12 месяцев наблюдения. 

 

Таблица 18 – Корреляционные связи концентрации Epo в кондиционной среде 

МНК после мобилизации с функциональными параметрами пациентов с ХСН 

(n = 20) 

Исследуемые параметры Уровень Epo, МЕ/мл 

Класс СН (NYHA) 
через 6 месяцев 

R = 0,05 

р = 0,9 

через 12 месяцев 

R = 0,47 

р = 0,046 

Перфузия в покое 
через 6 месяцев 

R = 0,59 

р = 0,049 

через 12 месяцев 

R = 0,19 

р = 0,12 

Перфузия при нагрузке 
через 6 месяцев 

R = 0,28 

р = 0,49 

через 12 месяцев 

R = 0,67 

р = 0,03 

ФВЛЖ 
через 6 месяцев 

R = 0,75 

р = 0,03 

через 12 месяцев 

R = 0,45 

р = 0,25 

Примечания: 
1. n – количество наблюдений 
2. R – коэффициент корреляции Спирмена; р – достоверность коэффициента 

корреляции  
 

Таким образом, имеющиеся корреляционные связи между показателями 

содержания в периферической крови пула клеток с прогениторной активностью, 

показателями продукции цитокинов МНК, мобилизованными G-CSF у пациентов 

с ХСН, с функциональными параметрами клинической эффективности при 

интрамиокардиальном введении МНК указывают на вовлеченность вводимых 

клеток в процесс регенерации и возможно ангиогенеза в ишемизированном 
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миокарде. 

 

ЗАКЛЮЧЕНИЕ К ГЛАВЕ 6 

 

На основе проведенного анализа взаимосвязи параметров 

морфофункциональных свойств обогащенных эндотелиальными прогениторными 

клетками мононуклеаров периферической крови с показателями функционального 

состояния ишемизированного миокарда пациентов с хронической сердечной 

недостаточностью можно утверждать, что мононуклеарные клетки 

периферической крови, обогащенные эндотелиальными прогениторными 

клетками, путем их мобилизации из костного мозга введением пациентам с 

хронической сердечной недостаточностью G-CSF, при интрамиокардиальном 

введении приводят к  улучшению функционального состояния ишемизированного 

миокарда. Различные популяции разной степени дифференцировки ЭПК 

CD34+/CD133–, CD34+/CD133+ и CD34+/VEGFR2
+ оказывают влияние на 

функциональные показатели миокарда – перфузию миокарда и фракцию выброса 

левого желудочка, а секреторный уровень Epo связан с перфузией миокарда, 

фракцией выброса левого желудочка и с классом сердечной недостаточности в 

отдаленном периоде наблюдения, что свидетельствует о вовлеченности вводимых 

клеток в процесс регенерации ишемизированного миокарда. 

 

РЕЗЮМЕ РЕЗУЛЬТАТОВ ИССЛЕДОВАНИЯ 

 

Таким образом, нами показано, что введение гранулоцитарного 

колониестимулирующего фактора пациентам с хронической сердечной 

недостаточностью приводит к эффективной мобилизации различных популяций 

разной степени дифференцировки эндотелиальных прогениторных клеток в 

периферическое русло крови, что сопровождается повышением функционального 

потенциала мононуклеарных клеток – пролиферативной, синтетической 

активности и способности к миграции. 
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Эндотелиальные прогениторные клетки пациентов с хронической 

сердечной недостаточностью, выращенные in vitro, обладают высоким 

пролиферативным потенциалом и в процессе дифференцировки секретируют 

проангиогенные ростовые факторы и цитокины. На уровень секреции 

проангиогенных биологически активных факторов в культуре оказывают влияние 

как сроки культивирования, так и белки внеклеточного матрикса. 

Недифференцированные эндотелиальные прогениторные клетки и зрелые 

эндотелиальные клетки оказывают паракринное взаимовлияние на 

функциональное состояние друг друга, стимулируя пролиферацию и миграцию. 

Паракринные эффекты действия проангиогенных биологически активных 

факторов, секретируемых недифференцированными и зрелыми эндотелиальными 

клетками, сопоставимы со стимулирующим влиянием ангиогенных цитокинов. 

Обогащение мононуклеарных клеток эндотелиальными прогениторными 

клетками в процессе мобилизации гранулоцитарным колониестимулирующим 

фактором приводит к улучшению функционального состояния ишемизированного 

миокарда пациентов после интрамиокардиального введения. Различные 

популяции разной степени дифференцировки эндотелиальных прогениторных 

клеток у пациентов с хронической сердечной недостаточностью путем 

паракринных и аутокринных ангиогенных воздействий оказывают влияние на 

функциональные показатели миокарда. 
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ОБСУЖДЕНИЕ РЕЗУЛЬТАТОВ ИССЛЕДОВАНИЯ 

 

Клеточная биология и биология СПК является одной из самых активно 

развивающихся областей науки и в настоящее время по праву считается базисом 

регенеративной медицины. Развитие нового научного направления – 

регенеративной медицины напрямую связано с широким внедрением в 

клиническую практику методов клеточной терапии при лечении различных 

сердечно-сосудистых заболеваний. Необходимость разработки новых подходов 

лечения сердечно-сосудистой патологии диктуется низкой эффективностью 

современных фармакологических и хирургических способов лечения и 

распространенностью ХСН, которая является одной из главных причин 

заболеваемости и смертности [10; 56]. 

Применяемые на сегодня методы лечения ХСН не способны 

восстанавливать структуру миокарда, а результатом лечения является достижение 

ремиссии. Прогрессирование же заболевания приводит к рефрактерности к 

«традиционной» терапии. На поздних стадиях единственно эффективным методом 

лечения остается пересадка сердца, однако возможности применения 

трансплантации сердца ограничены дефицитом донорских органов и жесткими 

критериями подбора. Поэтому в настоящее время существует потребность в 

разработке и внедрении альтернативных методов лечения ХСН [13; 31; 250]. 

Одним из новых направлений стимуляции репаративных процессов в 

ишемизированных органах является терапевтический ангиогенез. Для стимуляции 

ангиогенеза при ишемических заболеваниях используются такие подходы, как 

применение ангиогенных факторов роста в виде рекомбинантных белков или 

генетических конструкций, так и введение СПК [3; 11; 12; 18; 151; 327]. 

Однако перенос генов ангиогенных факторов (VEGF, FGF, HGF) не 

приводит к длительному клиническому эффекту. Очевидно, что одной из главных 

причин этого является участие в процессе ангиогенеза не одного или двух 

факторов, а комплекса ростовых факторов [231; 232]. 

Неоангиогенез представляет собой многоступенчатый процесс, причем с 
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участием не только зрелых эндотелиальных клеток, но и недифференцированных 

ЭПК и их секретируемых медиаторов [20; 148; 210]. 

Накопленные же знания о функциональных свойствах ЭПК позволили 

начать исследования механизмов их функционирования в экспериментальных 

моделях ишемических заболеваний, а полученные результаты научных 

исследований внедрять в клиническую практику [382]. 

В ряде экспериментальных исследований показано, что ЭПК эффективно 

стимулируют ангиогенез и васкулогенез, приводя к репарации сосудов 

ишемизированной ткани [84; 179; 328; 351].  

Нами ранее проведено исследование по изучению ангиогенеза при 

внутримышечном введении МНК периферической крови после мобилизации      

G-CSF у мышей с ишемией нижних конечностей.  

Оценка кровотока ишемизированной нижней конечности методом лазерной 

допплеровской флоуметрии показала увеличение микроциркуляции и 

восстановление кровотока через 14 суток после введения клеток.  

Механизмом действия введенных мобилизованных СПК является 

стимуляция неонгиогенеза в местах введения клеток, что не сопровождается 

деструкцией и фиброзом мышечных волокон. Данные морфологического 

исследования представлены на рисунках 32, 33. 

Более того, ЭПК (как костного мозга, так и мобилизованные в 

периферическую кровь) показали свою эффективность в лечении пациентов с 

ИБС и при облитерирующем атеросклерозе нижних конечностей [20; 26; 31; 108; 

148; 199]. 

Основной упор в клинических исследованиях при оценке эффективности 

трансплантируемых СПК ставится на изучение фенотипа вводимых клеток, редко 

дополнительно исследуется миграция и идентифицируются введенные клетки в 

органах и тканях. В экспериментальных же работах более широко изучаются 

функциональные свойства различных популяций СПК – пролиферативный 

потенциал, миграционная и секреторная активность [14; 259; 359]. 
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Рисунок 32 – А) Мышечные волокна голени интактной конечности 

(увеличение 10х40); Б) Деструкция мышечных волокон голени (модель ишемии). 

Увеличение 10×40. Обозначения: МВ – мышечные волокна; Кк – кровеносный 

капилляр 
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Рисунок 33 – Неоангиогенез между фрагментами мышечных волокон голени и 

скопления мононуклеарных клеток. А) – увеличение 10×40; 

Б) – увеличение 10×90. Обозначения: МВ – мышечные волокна; Кк – кровеносный 

капилляр; МНК – мононуклеарные клетки 
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Однако редко в одной работе проводится сочетание исследования фенотипа 

СПК и их функциональных свойств. В большинстве экспериментальных работ, 

посвященных изучению ЭПК, дается фенотипическая характеристика клеток, 

изучается способность к хоумингу, проводится анализ экспресии генов, либо 

оценивается эффективность репарации ишемизированной ткани при введении 

ЭПК.  

При этом недостаточно полно изучен спектр продуцируемых ЭПК 

цитокинов и ростовых факторов, пролиферативная активность ЭПК у пациентов с 

ХСН. Не исследованы аутокринные и паракринные механизмы взаимовлияния 

недифференцированных ЭПК и зрелых эндотелиальных клеток. Кроме того, 

практически не исследованы связи морфофункциональных показателей клеток, 

применяемых для введения в организм, и показателей функционального состояния 

миокарда после введения. 

В рамках одной работы мы объединили подходы морфологического, 

фенотипического анализа, и оценки функциональных свойств циркулирующих и 

полученных при культивировании in vitro ЭПК пациентов с ХСН при 

интрамиокардиальном введении [3; 16; 29; 30; 32]. 

Обычно ЭПК выделяют из костного мозга или альтернативным вариантом 

путем мобилизации ЭПК в периферическое русло крови [8; 48; 223]. 

Выбор G-CSF основывался на данных исследований, показавших его малую 

токсичность и быстрое обогащение периферической крови СПК [335]. 

Известно, что G-CSF вызывает мобилизацию СПК, в том числе и ЭПК, из 

костного мозга в периферическое русло крови, что облегчает процедуру забора 

клеток [292].  

Само введение G-CSF в экспериментальных моделях ишемии миокарда 

приводило к положительной динамике – уменьшению размера инфаркта 

миокарда, снижению апоптоза кардиомиоцитов, но не способствовало репарации 

сосудов [270]. 
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Однако результаты клинических испытаний у пациентов с сердечно-

сосудистой патологией не позволяют сделать однозначный вывод о клинической 

эффективности применения G-CSF путем последовательных инъекций.  

Поэтому в проводимом нами исследовании использовался подход сочетания 

мобилизации СПК с последующим локальным интрамиокардиальным введением 

МНК при их обогащении ЭПК [3; 118; 151].  

Необходимо отметить, что в исследовании использовались аутологичные 

клетки, что имеет преимущество перед другими источниками их получения, так 

как собственные клетки не являются иммунногенными, а также снижен риск 

контаминации микроорганизмами. 

По данным литературы известно, что введение G-CSF условно здоровым 

лицам ведет к увеличению количества лейкоцитов в периферической крови, 

обусловленное в основном разрастанием гранулоцитарного ростка кроветворения 

[22; 48; 265].  

Эффективность мобилизации зависит как от дозы и режима введения         

G-CSF, так и от возраста и наличия заболеваний [137; 265; 280; 282]. 

Тем не менее, по данным различных авторов, как у здоровых людей, так и у 

пациентов, частота сниженной мобилизации регистрируется от 5 % до 

40 % случаев [37].  

Поэтому первоочередная задача нашего исследования состояла в оценке 

способности G-CSF при введении в дозе 3,3–5,0 мкг/кг веса в сутки приводить к 

мобилизации СПК, в том числе ЭПК. Данная доза была определена на основании 

анализа результатов ряда исследователей в связи с минимизированием 

активирования других ростков кроветворения [48; 104]. 

На самом деле, нами также показано, что при таком введении G-CSF 

приводит к экспансии нейтрофилов и существенно не влияет на количество 

моноцитов, лимфоцитов, тромбоцитов, эритроцитов и СОЭ [30]. На 6-е сутки 

после мобилизации G-CSF у пациентов с ХСН отмечено статистически значимое 

увеличение количества лейкоцитов в периферической крови до 

(31,25 ± 6,03)×109/л, что на 30 % меньше уровней у условно здоровых лиц. Скорее 
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всего, это можно объяснить как более молодым возрастом доноров, так и 

наличием ишемического поражения миокарда у пациентов.  

Следует отметить, что спустя 6 месяцев показатели периферической крови 

пациентов с ХСН, получивших курс мобилизации G-CSF, пришли к исходным 

значениям, что сопоставимо с аналогичными данными у условно здоровых лиц 

[48]. 

Эффекты G-CSF на клетки кроветворной системы включают и стимуляцию 

миграции, пролиферации и дифференцировки СПК, в том числе ЭПК [48]. 

Из данных литературы известно, что в периферической крови здоровых 

доноров циркулирует небольшое количество ЭПК, а применение G-CSF приводит 

к их мобилизации из костного мозга в периферическую кровь [280; 282]. 

В то же время наличие длительного ишемического анамнеза с тяжелой 

прогрессирующей сердечной недостаточностью, принятие некоторых 

фармакологических препаратов (бета-блокатары, аспирин, нитраты) может 

существенно ограничивать мобилизацию и оказывать влияние на свойства ЭПК 

[108; 154]. 

Для идентификации циркулирующих в периферической крови ЭПК авторы 

в основном используют классическую триаду маркеров: CD34, CD133 как 

маркеры стволовых клеток, и VEGFR2, как маркер эндотелиальных клеток [63; 

130].  

Однако в ряде работ показано, что в ангиогенезе участвуют не только ЭПК 

костномозгового происхождения, но и моноцитарного, характеризующиеся 

экспрессией маркера CD14. Кроме того, альтернативой VEGFR2 служит маркер 

CD31, который экспрессируется на зрелых эндотелиальных клетках [105; 277; 280; 

310]. 

Сочетания экспрессии этих маркеров фенотипически характеризуют 

различные популяции циркулирующих в периферической крови ЭПК, 

находящихся на разных стадиях дифференцировки [187]. 

Нами идентифицировано девять типов ЭПК у пациентов с ХСН по анализу 

сочетания экспрессии различных СD маркеров. Необходимо отметить, что такого 
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полного анализа циркулирующих ЭПК, как в базальных условиях, так и при 

мобилизации G-CSF при ХСН, в литературе не представлено. Полученные нами 

результаты согласуются с данными литературы о низком содержании 

«классических» популяций ЭПК у пациентов с ХСН [164; 282]. 

У пациентов с ХСН до проведения процедуры мобилизации G-CSF нами 

отмечено наличие незначительного количества ЭПК, за исключением 

циркулирующих зрелых эндотелиальных клеток с фенотипом CD34–/CD31+ и 

CD34–/VEGFR2
+, CD14–/VEGFR2

+, а также ЭПК моноцитарного происхождения с 

фенотипом CD14+/VEGFR2
+. Клетки с фенотипом CD34+/CD133+, в силу того 

факта, что маркер CD133 характерен для менее «зрелых» стволовых клеток, 

составляют пул более «ранних» ЭПК, чем клетки с фенотипом CD34+ [145; 191; 

234]. 

Полученные данные могут свидетельствовать о том, что из костного мозга в 

ответ на длительный ишемический запрос, обусловленный наличием ИБС, в 

периферическое русло мобилизуется меньшее количество ЭПК по сравнению с 

острым ишемическим поражением при инфаркте, что демонстрируют различные 

авторы. А в силу возраста пациентов и сопутствующих заболеваний у 

циркулирующих ЭПК снижена функциональная активность, что не может 

обеспечить репарацию ишемизированного миокарда [303; 306; 350]. 

После проведения процедуры мобилизации G-CSF у пациентов с ХСН в 

периферическом русле происходит резкое возрастание процентного содержания 

всех исследуемых популяций ЭПК, что подтверждает эффективность G-CSF как 

мобилизующего фактора прогениторных клеток. 

Необходимо отметить, что по данным литературы у пациентов с ХСН 

выявлено меньшее количество ЭПК в периферической крови как до, так и после 

проведения процедуры мобилизации G-CSF, по сравнению со здоровыми 

донорами [164; 303]. В частности, у здоровых доноров отмечается возрастание 

пула ЭПК с фенотипом CD34+/CD133+ – с (0,12 ± 0,04) % до (2,65 ± 0,42) %. В то 

же время отмечено, что ЭПК, экспрессирующие одновременно три маркера 

CD34+/CD133+/VEGFR2
+, циркулируют в ничтожно малых количествах (около 
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0,002 % от общего количества МНК) [145]. 

Аналогичная картина количественных изменений популяций ЭПК у 

пациентов с ХСН после завершения курса мобилизации G-CSF выглядит при 

перерасчете относительных значений в абсолютные количественные показатели. 

Нами выявлено увеличение количества ЭПК с фенотипом CD34+ с 

0,238×106/л до 18,7×106/л, которое подтверждается данными 

иммуноцитохимического анализа, указывающего на экспрессию данной молекулы 

на поверхности клеток. Помимо этого, отмечено возрастание популяции 

«незрелых» ЭПК с фенотипом CD34–/CD133+ (с 1,65 × 106/л до 15,4 × 106/л). Из 

данных литературы известно, что клетки с фенотипом CD34–/CD133+ можно 

отнести к пулу «незрелых» ЭПК, дающих начало дифференцировки в CD34+ ЭПК 

[191]. Также отмечено возрастание количества классических популяций ЭПК с 

фенотипом CD34+/CD133+ (с 0,23 × 106/л до 0,96 × 106/л) и ЭПК с фенотипом 

CD34+/VEGFR2
+ (с 0,205 × 106/л до 3,95 × 106/л). ЭПК с фенотипом 

CD34+/VEGFR2
+ относятся к более зрелой популяции ЭПК, так как экспрессия 

поверхностной молекулы VEGFR2 характерна для зрелых эндотелиальных клеток. 

Кроме того, доказана способность ЭПК с фенотипом CD34+/VEGFR2
+ 

дифференцироваться в зрелые эндотелиальные клетки [80; 368]. Отмечено и 

увеличение пула более зрелых ЭПК с фенотипом CD34+/CD31+ (с 1,7 × 106/л до 

8,4 × 106/л), зрелых эндотелиальных клеток с фенотипом CD34–/VEGFR2
+ (с 

5,25 × 106/л до 43,4 × 106/л) и CD34–/CD31+ (с 221,4 × 106/л до 543,0 × 106/л) и ЭПК 

моноцитарного происхождения с фенотипом CD14+/VEGFR2
+ (с 9,8 × 106/л до 

84,8 × 106/л) после завершения процедуры мобилизации G-CSF у пациентов с 

ХСН. 

Результаты исследований не противоречат имеющимся литературным 

данным об увеличении абсолютного количества «классических» ЭПК в 

периферической крови пациентов с ХСН по завершении курса мобилизации        

G-CSF [162; 164; 282]. 

Необходимо добавить, что мобилизация ЭПК проходит у пациентов с 

различной степенью эффективности, и, следовательно, содержание отдельных 
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популяций ЭПК находится в широких пределах.  

Пациенты, подвергшиеся процедуре мобилизации G-CSF, по возрасту 

попадают в старшую возрастную группу (средний возраст составляет 57 лет), 

также имеют длительный период ишемии миокарда, и у большинства из них в 

анамнезе было до 5 инфарктов миокарда.  

При анализе взаимосвязи ЭПК с возрастом пациентов и ишемическим 

анамнезом нами выявлена обратная корреляционная связь между количеством 

ЭПК с фенотипом СD34+VEGFR2
+ после мобилизации G-CSF и длительностью 

ишемического анамнеза. Таким образом, у пациентов с небольшой длительностью 

ИБС при введении G-CSF наблюдается более высокий уровень СD34+VEGFR2
+ 

ЭПК в периферической крови. Количество ЭПК после мобилизации не зависит от 

возраста и количества перенесенных инфарктов.  

Однако ранее нами показано, что у более молодых пациентов (моложе 

50 лет), с меньшим количеством перенесенных ИМ (не более одного эпизода) и 

длительным ишемическим анамнезом (более десяти лет) после курса 

мобилизации G-CSF наблюдается наибольший выход CD34+ ЭПК в 

периферическую кровь [32]. Полученные нами данные не противоречат 

имеющимся в литературе данным о том, что длительный ишемический анамнез и 

количество эпизодов инфаркта могут приводить к истощению пула СПК клеток в 

костном мозге [154]. 

Таким образом, согласно вышеприведенным данным у пациентов с ХСН 

введение G-CSF способствует выходу в периферическое русло крови ЭПК, 

находящихся на различных этапах дифференцировки, а также стимулируется 

выработка ЭПК из альтернативного источника возобновления дефицита ЭПК – 

моноцитов. 

На основании результатов исследования и имеющихся данных литературы 

можно предположить, что дифференцировка и созревание ЭПК может 

происходить по следующему пути: 

1) CD133+/CD34– («незрелые» предшественники ЭПК) → CD34+ (общая 

клетка для ГСК/ЭПК) → CD34+/CD133+ («ранние» ЭПК) → 
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CD34+/CD133+/VEGFR2
+ → CD34+/CD133–/VEGFR2

+/–/CD31+/– («зрелые» ЭПК) → 

CD34–/CD133–/CD31+/VEGFR2
+ → эндотелиальная клетка; 

2) альтернативный путь созревания ЭПК из моноцитов: CD34+(общая клетка 

для ГСК/ЭПК) → CD14+ → CD14+/VEGFR2
+ → CD14–/VEGFR2

+ → 

эндотелиальная клетка. 

Но не всегда количество клеток является гарантией проявления ими своих 

функциональных свойств, а при длительном ишемическом анамнезе происходят 

нарушения не только количественного состава ЭПК периферической крови, но и 

их функциональной активности [243]. 

Оценка пролиферации является первым, подчас основным критерием 

характеристики функционального состояния клеток. Количественная же оценка 

пролиферации МНК в спланированных экспериментальных условиях может 

служить мерой их реактивности на тот или иной внешний стимул. 

Нами показано, во-первых, что пролиферация МНК, выделенных из крови 

пациентов после введения им G-CSF, выше по сравнению с исходными 

показателями до мобилизации. Во-вторых, митоген Кон А и ростовой фактор      

G-CSF значительно стимулируют пролиферацию МНК после мобилизации. 

Полученные данные, с одной стороны, говорят об активации Т-лимфоцитов в 

ответ на Т-клеточный митоген.  

С другой стороны, клетки с фенотипом CD34+ вносят определенный вклад в 

повышение пролиферативной активности МНК, что может служить косвенным 

доказательством того, что интенсивность пролиферативного потенциала в 

некоторой части обеспечена ЭПК, мобилизованными G-CSF из костного мозга 

пациентов [29].  

Однако полученные результаты касаются пациентов с ХСН и не всегда 

согласуются с данными литературы, которые представлены анализом 

пролиферативных свойств клеток периферической крови у здоровых доноров. 

Так, в литературе показано, что после введения G-CSF уменьшается 

пролиферативный потенциал CD4+ Т-лимфоцитов в ответ на аллоантигены [176]. 

Это может быть связано с большей дозой вводимого G-CSF (16 мг/кг веса) и 
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проведением исследования у здоровых доноров, а с другой стороны – с 

активацией Т-регуляторных клеток. 

Исследование фаз клеточного цикла в популяции CD34-позитивных МНК 

показало, что к окончанию мобилизации 10,5 % клеток активно пролиферируют 

[29]. Следовательно, большинство клеток с фенотипом CD34+ находятся в стадии 

покоя, и при дополнительном внешнем цитокиновом или антигенном стимуле 

способны вступать в фазу синтеза и митоза клеточного цикла, что согласуется с 

данными литературы [166]. Так показано, что у здоровых доноров после введения 

G-CSF происходит увеличение количества CD34+ клеток до 4 % [99]. 

Кроме того, пролиферативная активность и вклад мобилизованных ЭПК в 

пролиферацию подтверждается увеличением колониеобразующей активности 

МНК после мобилизации G-CSF, что показано в литературе и у здоровых доноров 

[48]. 

Известно, что способность к хоумингу является одной из функциональных 

характеристик активности ЭПК. Фактором, способствующим хоумингу ЭПК, 

является SDF-1. Связь сигнализирующей молекулы SDF-1 с его рецептором 

CXCR4 является важным механизмом в нише костного мозга, который регулирует 

мобилизацию и миграцию прогениторных клеток в периферическое русло [238]. 

Выявлено, что у пациентов с ХСН после курса мобилизации G-CSF 

увеличивается количество ЭПК с фенотипом CD34+, экспрессирующих на своей 

поверхности хоуминг-рецептор CXCR4  (с 1,6 × 106/л до 1,06 × 106/л). Это 

отражает возросшую способность данной популяции ЭПК к миграции в область 

ишемизированного миокарда и вероятность встраивания клеток в поврежденный 

миокард у данных пациентов.  

Полученные нами данные согласуются с недавно проведенным 

исследованием, в котором показана прямая корреляция количества ЭПК с 

фенотипом CD34+/CXCR4
+ с увеличением фракции выброса левого желудочка у 

пациентов с острым инфарктом. Данная связь определяется сразу после лечения и 

сохраняется через год наблюдения [260]. Кроме того, Chen J.et al. показано, что 

именно эта популяция ЭПК отвечает не только за миграцию клеток, но и является 
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«сосудообразующей». Введение CD34+/CXCR4
+ клеток в периинфарктную зону 

при экспериментальной ишемии способствует неоангиогенезу, а in vitro 

увеличивает миграцию эндотелиальных клеток и ведет к образованию первичных 

сосудистых тубулярных структур [364]. Полученные данные свидетельствует об 

участии данной популяции ЭПК в регенерации ишемизированного миокарда. 

Активно пролиферирующие клетки после мобилизации, по сути 

мононуклеарные клетки периферической крови, обогащенные прогениторными 

клетками, могут репарировать миокард при их введении, дифференцируясь в 

эндотелиальные клетки и кардиомиоциты.  

Но для дифференцировки вводимых клеток требуется время, да и процент 

приживления СПК и образования кардиомиоцитов и эндотелиальных клеток 

дискутируется в литературе [77; 250; 269; 281; 285; 354]. 

В настоящее время паракринный механизм действия рассматривается более 

вероятным, поскольку цитокины и ростовые факторы являются сильным 

пусковым механизмом в регенерации поврежденных тканей и органов [166; 340].  

Цитокины продуцируются клетками как конститутивно, так и при 

активировании внешними стимулами, и являются регуляторами межклеточных 

взаимодействий, определяют выживаемость, рост, дифференцировку и 

функциональную активацию клеток. 

Нами показано, что МНК, обогащенные ЭПК, у пациентов с ХСН 

продуцируют широкий спектр цитокинов с провоспалительным и 

противовоспалительным действием, ростовых факторов – TNF-α, IL-8, IL-10, IL-

18, Epo, G-CSF и VEGF. Данные цитокины по данным литературы обладают и 

проангиогенным действием [95; 136; 215; 293; 336; 352; 376]. 

При этом в ходе мобилизации G-CSF выявлено изменение их уровней 

продукции – снижение продукции цитокина с провоспалительным действием 

TNF-α, увеличение продукции IL-18, Epo, VEGF и сохранность уровня продукции 

IL-10, IL-8, G-CSF. Функциональный же резерв мобилизованных МНК, 

содержащих ЭПК, в виде ответа на митогенные стимулы, оставался высоким. 

Нами показано, что стимуляция МНК Т-клеточным митогеном Кон А 
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приводит к увеличению секреции в культуральную среду анализируемых 

цитокинов, за исключением VEGF и IL-8 после мобилизации. Стимуляция же 

ЛПС, являющимся митогеном для клеток моноцитарного ряда у человека, не 

увеличивает продукцию МНК IL-8 после мобилизации и IL-18 и G-CSF до 

мобилизации.  

Очевидно, что ряд цитокинов секретируется преимущественно Т-

лимфоцитами, другие – моноцитами, которые накапливаются в культуральной 

среде в течение 72 часов.  

Кроме того, из данных литературы следует, что введение G-CSF приводит к 

мобилизации в периферическую кровь кроме гемопоэтических и эндотелиальных 

СПК и ММСК, что может повышать не только функциональную 

пролиферативную активность МНК, но и секрецию ими цитокинов и ростовых 

факторов [108]. 

Полученные результаты по продукции TNF-α при культивировании МНК 

согласуются с данными литературы, которые показали снижение после 

мобилизации продукции TNF-α и увеличение IL-10 ЛПС-стимулированными 

МНК и моноцитами здоровых доноров [176]. В то же время, в экспериментальных 

работах есть данные о неизменном уровне TNF-α [169; 337]. В отношении других 

цитокинов в литературе показано, что при мобилизации у здоровых доноров 

возрастает уровень IL-8 в 29 раз в сыворотке, что коррелирует с количеством 

CD34+ клеток и количеством КОЕ [48]. 

Такие противоречивые результаты, очевидно, связаны с рядом факторов – 

определением уровня цитокинов в сыворотке крови, а не при культивировании 

МНК; включением в исследование доноров; разными условиями культивирования 

МНК. 

Спектры биологических активностей цитокинов в значительной степени 

перекрываются, стимулируя процессы репарации более чем одним цитокином. 

Кроме того, цитокины обладают полифункциональным действием. Основными 

продуцентами цитокинов являются зрелые дифференцированные клетки 

иммунной системы. Также показано, что различные популяции клеток костного 
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мозга способны продуцировать ростовые проангиогенные факторы. Очевидно, 

что ЭПК после мобилизации вносят определенный вклад в уровни секреторной 

активности МНК. 

На самом деле, уровень продукции пяти цитокинов – TNF-α, IL-18, Epo, 

VEGF, IL-10 был тесно связан с количеством различных популяций ЭПК после 

мобилизации G-CSF. Так, выявлена высокая и прямая сопряженность количества 

ранних в дифференцировочном отношении анализируемых ЭПК с фенотипом 

CD34–/CD133+, CD34+/VEGFR2
–, CD34+/VEGFR2

+, CD34+/CD31+ с уровнем 

продукции TNF-α, IL-18 и VEGF. А популяции зрелых ЭПК с фенотипом CD34–

/VEGFR2
+, CD34–/CD31+ положительно коррелировали с уровнем продукции      

IL-10, Epo и VEGF.  

Сравнить полученные результаты корреляционного исследования с данными 

литературы не представляется возможным в связи с их отсутствием. Есть только 

единичные исследования уровня циркулирующих ЭПК и уровня цитокинов в 

сыворотке, данные которых противоречивы. Некоторые авторы не показывают 

взаимосвязи сывороточных уровней VEGF и GM-CSF и количества 

CD34+/CD133+/VEGFR2
+ ЭПК, в других исследованиях уровень VEGF напрямую 

коррелирует с количеством ЭПК [206; 252]. 

Таким образом, выявленные корреляционные связи позволяют 

предположить, что циркулирующие разной степени дифференцировки ЭПК 

принимают активное участие в продукции цитокинов, обладающих выраженной 

проангиогенной активностью. 

Цитокины действуют на клетки различными путями: аутокринно  – на 

клетку, синтезирующую и секретирующую данный  цитокин; паракринно – на 

клетки, расположенные вблизи клетки-продуцента. Аутокринные и межклеточные 

паракринные цитокиновые взаимодействия во многом определяют 

функциональное состояние клеток. В то же время, цитокины способны оказывать 

влияние на клетки путем изменения экспрессии рецептора или служить 

индуктором синтеза клетками других цитокинов. В ответ на активационный 

сигнал может происходить синтез клетками одновременно нескольких цитокинов, 
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участвующих в формировании цитокиновой сети. Биологические эффекты в 

тканях и на уровне организма зависят от присутствия и концентрации других 

цитокинов с синергичным или противоположным действием.  

Из данных литературы следует, что ЭПК, также как и макрофаги, 

нейтрофилы, эндотелиальные клетки, продуцируют VEGF, который является 

одним из важнейших факторов, регулирующих ангиогенез [338; 352]. В 

физиологических условиях продукция VEGF слабо выражена. Индукторами 

секреции VEGF могут выступать различные цитокины и ростовые факторы, в том 

числе IL-18, G-CSF, Eро, IL-10 [159; 168; 213; 216; 240]. VEGF, как и G-CSF, 

стимулирует пролиферацию и миграцию ЭПК из костного мозга, ингибирует 

апоптоз и поддерживает ангиогенный потенциал зрелых эндотелиальных клеток. 

G-CSF также стимулирует продукцию NO, что повышает пролиферацию и 

миграцию эндотелиальных клеток [159; 334]. IL-18 обладает проангиогенным 

действием, поскольку индуцирует миграцию эндотелиальных клеток in vitro и 

способствует формированию сосудов как in vitro, так и in vivo [212]. IL-8 

продуцируется только в ответ на стимуляцию провоспалительными цитокинами, 

такими, как TNF и IL-1β, способствует хоумингу ЭПК в ишемизированные ткани 

и усиливает эффект G-CSF при мобилизации [279]. Epo обладает проангиогенным 

действием, схожим с VEGF и FGF [136; 205; 304]. Показано, что кратковременное 

культивирование ЭПК с Epo значительно стимулирует их пролиферацию, 

миграцию и образование первичной тубулярной сосудистой сети, приводит к 

увеличению плотности капилляров при экспериментальной ишемии [300]. TNF-α 

воздействует на различные звенья ангиогенеза, индуцируя миграцию 

эндотелиальных клеток, образование первичных сосудистых структур, 

стимулирует продукцию MMP в эндотелии [367]. Показано, что TNF-α 

индуцирует гены других цитокинов с проангиогенными свойствами – IL6 и IL8 

[95]. В свою очередь IL-10 способствует снижению воспалительной реакции в 

зоне ишемии и оказывает кардиопротективное действие на функцию миокарда 

[214]. 

Нами тоже выявлены определенные цитокиновые взаимодействия в 
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культуре МНК in vitro. Если до мобилизации G-CSF и Epo увеличивают 

продукцию IL-10, IL-18, IL-8 и Epo, то после мобилизации G-CSF стимулирует 

секрецию трех цитокинов – TNF-α, IL-10 и IL-18, а Epo увеличивает продукцию 

всех анализируемых цитокинов. Только Epo увеличивает секрецию VEGF в 

культуре, стимулированную введением G-CSF пациентам.  

Наличие прямой корреляционной связи между уровнем спонтанной 

продукции IL-10 и уровнем G-CSF-стимулированной продукцией IL-18, между 

спонтанной продукцией IL-18 и Epo-стимулированной продукцией IL-10, и 

обратной зависимости спонтанного уровня IL-8 и стимулированного уровня IL-18, 

между уровнем G-CSF-стимулированной и Epo-стимулированной продукцией 

TNF-α, свидетельствует о том, что ростовые факторы и цитокины, секретируемые 

обогащенными ЭПК мононуклеарными клетками периферической крови, обладая 

паракринным потенциалом, способны осуществлять и аутокринное действие, 

контролируя секрецию клетками биологически активных веществ. 

Таким образом, комплексные многоуровневые паракринные и аутокринные 

взаимоотношения, выявленные в культуре, могут предполагать наличие 

биологических эффектов в тканях и на уровне организма при введении СПК 

пациентам, что также может зависеть от присутствия в организме других 

цитокинов с синергичным или противоположным действием. 

ЭПК мигрируют из ниши костного мозга в кровеносное русло, циркулируют 

и трансформируются в тканях в локальные адгезивные тканевые ЭПК [64; 263]. 

Адгезия и трансмиграция являются составной частью хоуминга ЭПК в ткани с 

активным ангиогенезом и в зону ишемии. 

В ряде исследований показано, что дифференцировку ЭПК проводят при 

культивировании МНК периферической крови в специальной эндотелиальной 

среде, содержащей факторы роста, на обработанном белками внеклеточного 

матрикса культуральном пластике.  

Циркулирующие в периферической крови ЭПК здоровых доноров способны 

дифференцироваться in vitro в два типа ЭПК («ранние» и «поздние») [90; 130; 

305]. 
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В связи с этим необходимо было исследовать способность МНК пациентов с 

ХСН при их обогащении ЭПК путем мобилизации образовывать культуры 

эндотелиальных клеток in vitro, как отражение функционального состояния 

циркулирующих ЭПК. 

Известно, что внеклеточный матрикс не только обеспечивает механическую 

поддержку клеток, но и регулирует функциональные свойства контактирующих с 

ним клеток – пролиферацию, миграцию, дифференцировку [62; 66; 256]. 

Для выделения и культивирования ЭПК используют фибриллярные белки 

внеклеточного матрикса, основными из которых являются фибронектин, коллаген 

и желатин (гидролизованный коллаген) [40; 184]. 

Нами было показано, что МНК, обогащенные ЭПК, от пациентов с ХСН 

способны дифференцироваться и давать начало культурам «ранних» и «поздних» 

эндотелиальных клеток. Причем, невысокая пролиферативная активность 

показана для «ранних» клеток, а при культивировании свыше 14 дней образуются 

«поздние» ЭПК, что сопровождается формированием кластеров и активной 

пролиферацией клеток. Морфологически «ранние» и «поздние» ЭПК также 

различались.  

Необходимо отметить, что культивирование на различных белках – 

фибронектине и желатине не влияло на пролиферативную активность ЭПК, что 

согласуется с данными литературы [90; 130; 148; 305]. 

Как известно, «ранние» и «поздние» ЭПК вносят различный вклад в 

ангиогенез, различаются не только морфологически, но и функционально [87; 148; 

191]. «Ранние» ЭПК участвуют в регенерации эндотелиальных клеток путем 

паракринных механизмов, а «поздние» способны напрямую участвовать в 

ангиогенезе. Поэтому необходимо было исследовать особенности 

функционирования ЭПК у пациентов с ХСН, изучая спектр продукции цитокинов 

и ростовых факторов при культивировании.  

Показано, что ЭПК при культивировании как на фибронектине, так и на 

желатине, продуцируют широкий и схожий спектр цитокинов и ростовых 

факторов – TNF-α, IL-10, IL-18, IL-8, Epo, G-CSF, VEGF. Однако уровень 
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продукции зависит от сроков культивирования и влияния белков внеклеточного 

матрикса. В целом на фибронектине уровень продукции анализируемых 

цитокинов выше в ранние сроки культивирования. На желатине «поздние» ЭПК 

больше секретируют IL-10, IL-18 и VEGF. Полученные результаты не 

противоречат данным литературы, в которых культивирование на желатине 

сопровождается увеличением продукции «поздними» ЭПК IL-18 и главного 

стимулятора ангиогенеза VEGF [305]. Также показано, что «ранние» ЭПК 

непосредственно напрямую не участвуют в формировании сосудистой сети, а 

обладают паракринным действием, продуцируя высокий уровень проангиогенных 

пептидов, таких как VEGF, HFG, G-CSF, IL-8, IL-17 [42; 310; 338]. 

Некоторые авторы считают, что «ранние» ЭПК в основном представлены на 

фибронектине, тогда как «поздние» лучше формируются на коллагене или 

желатине [312]. При таких условиях культивирования «поздние» больше 

секретируют IL-8, который обеспечивает хоуминг ЭПК и образование сосудистых 

структур. 

При анализе кумулятивного показателя уровня цитокинов, суммируя данные 

на фибронектине и желатине, нами показано, что уровень всех анализируемых 

цитокинов выше при культивировании в ранние сроки (рисунок 34). 

Известно, что ЭПК и эндотелиальные клетки способны продуцировать NO, 

который регулирует тонус сосудистой стенки, участвует в пролиферации и 

миграции клеток [178]. 

Нами показано, что ЭПК, культивировавшиеся на фибронектине, с 

увеличением срока культивирования статистически значимо снижают уровень 

продукции NO, в то время как для ЭПК, культивированных на желатине, 

характерно увеличение уровня продукции NO к 16-м суткам.  

Молекулярные свойства NO способствуют быстрой сигнализации между 

соседними клеточными элементами, а направленность действия зависит от типов 

клеток-мишеней и от физиологического состояния клеток-эффекторов, 

экспрессирующих различные изоформы eNOS.  
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Примечания: 
1. n – количество наблюдений; 
2. данные представлены в виде медианных (Me) и диапазона 25–75% 

квартильных значений (LQ – UQ); 
3. по оси абсцисс - анализируемые цитокины; по оси ординат - 

концентрации цитокинов в пг/мл (Еро – МЕ/мл); 
4. * – достоверность различия параметров на 8-е и 16-е сутки 

культивирования ЭПК, p < 0,05 
 

Рисунок 34 – Результаты исследования концентраций цитокинов и ростовых 

факторов ЭПК, культивированных в разные сроки (n=16) 

 

Полученные данные свидетельствуют о том, что на желатине культура в 

большей степени представлена «поздними» ЭПК, которые за счет увеличенной 

продукции NO лучше мигрируют в ткани и напрямую участвуют в ангиогенезе, 

что не противоречит данным литературы [178]. 

Следовательно, культуры ЭПК способны к продукции схожего спектра 

биологически активных веществ, но уровни продукции их клетками различаются. 

Это является существенным для проявления их функциональных свойств.  

«Ранние» ЭПК выступают  как клетки-продуценты биологически активных 

веществ с целью обеспечения быстрой пролиферации и дифференцировки ЭПК в 
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«поздние» эндотелиальные клетки. В отличие от ранних, «поздние» ЭПК не 

обладают паракринным действием, секретируют необходимый для 

самоподдержания и созревания ЭПК в полноценные эндотелиальные клетки 

уровень ростовых факторов. «Ранние» и «поздние» ЭПК способствуют 

неоангиогенезу за счет синергичного взаимодействия между собой, обеспечивая 

сосудообразование и перфузию в ишемизированной ткани [341]. 

Внеклеточный матрикс не только регулирует функциональные свойства 

ЭПК, но и влияет на пролиферацию, миграцию, дифференцировку зрелых 

эндотелиальных клеток [62; 66; 256].  

Нами проведено изучение миграции клеток EA. hy926 в экспериментальных 

моделях, по нашему мнению, отражающих эффекты фибронектина на 

эндотелиальные клетки in vivo. Первая модель напоминает поведение 

эндотелиальных клеток, прикрепившихся в месте повреждения эндотелиальной 

выстилки сосудов. Вторая модель схожа с поведением эндотелиальных клеток, 

мигрирующих в межклеточном пространстве в направление дефектов стенки 

сосудов или же в область роста новых сосудистых структур (фибронектин 

вносился в нижнюю камеру лунки, тем самым создавался градиент вещества, в 

направление которого мигрируют клетки эндотелиальной линии EA. hy926).  

Было установлено, что VEGF, TNF-α и Epo стимулировали миграционный 

потенциал EA. hy926 при их культивировании с фибронектином. Выявленное 

снижение миграционной активности EA. hy926 при преинкубации лунок с 

фибронектином в начальные часы исследования объясняется наличием рецептора 

к фибронектину, обуславливающего адгезию к нему. Не исключено, что 

фибронектин адсорбировался не только на нижней поверхности мембраны 

верхней части камеры, но и проник на верхнюю поверхность, таким образом 

некоторая часть клеток могла прикрепиться в верхней части камеры к 

фибронектину и не мигрировать в направление градиента ростовых факторов, 

находящихся в нижней части камеры. Это косвенно подтверждается тем фактом, 

что при добавлении дополнительных ростовых факторов часть клеток мигрирует 

по направлению к градиенту стимуляторов миграции эндотелиальных клеток. 
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Полученные результаты исследования миграции на клеточном анализаторе 

позволили выявить изменения динамики миграции клеток под влиянием 

различных моделей экспериментальных исследований, что очень важно на ранних 

сроках эксперимента. 

Таким образом, миграция эндотелиальных клеток зависит от белков 

внеклеточного окружения, которые способствуют взаимодействию клеток в 

межклеточном пространстве, тем самым обеспечивая процессы неоангиогенеза. 

Функциональная активность ЭПК зависит также от влияния на них 

биологически активных веществ, продуцируемых клетками, участвующими в 

неоваскулогенезе [5; 21]. Зрелые эндотелиальные клетки способны оказывать 

регулирующее влияние на ЭПК путем паракринных механизмов. 

Нами показано, что эндотелиальные клетки EA. hy926 секретируют и 

накапливают в кондиционной среде цитокины, ростовые факторы и метаболиты 

NO, что не противоречит данным литературы [5]. Однако уровень некоторых 

секретируемых метаболитов зрелыми эндотелиальными клетками и 

недифференцированными ЭПК при одинаковых условиях культивирования 

различается. Так, в кондиционной среде эндотелиальных клеток ниже содержание 

VEGF, IL-10 и TNF-α, и выше IL-18 и особенно G-CSF. Полученная при 

культивировании EA. hy926 КС содержит сопоставимый с КС ЭПК уровень IL-8, 

Epo и NO.  

Сравнительного исследования секреторных факторов зрелых и 

недифференцированных эндотелиальных клеток в литературе не представлено, за 

исключением IL-1β, уровень которого в КС CD34+ ЭПК выше, чем в КС зрелых 

эндотелиальных клеток [194].  

Рядом авторов показан секретом зрелых эндотелиальных клеток, 

включающий множество факторов роста, хемокинов и цитокинов – GM-CSF, G-

CSF, M-CSF, PDGF, VEGF, FGF, IL-3, IL-7, IL-8, IL-11, IL-15, TNF-α, TGF-β, IL-1β, 

IL-5, IL-6, IL-8, IL-10, IL-13 [47].  

Показано, что на клетках эндотелиальной линии EA. hy926 имеются 

рецепторы к Epo. Можно предполагать, что IL-18 и G-CSF более необходимы для 
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миграции зрелых эндотелиальных клеток, а ЭПК путем продукции VEGF, IL-10 и 

TNF-α обеспечивают паракринные эффекты, влияя на различные этапы 

образования сосудов [170; 212; 376]. Необходимо отметить, что секреция 

эндотелиальными клетками различных медиаторов необходима и для 

поддержания функциональной активности в культуре. 

Моделируя паракринные взаимоотношения зрелых и 

недифференцированных эндотелиальных клеток, мы изучали влияние 

растворимых факторов, содержащихся в КС ЭПК и EA. hy926, друг на друга. 

Функциональные свойства клеток оценивались по двум параметрам – 

пролиферативному потенциалу и миграционной активности методом изучения 

клеточного индекса на приборе xCELLigence System в режиме реального времени. 

Для сравнительного исследования при культивировании использовали цитокины, 

влияющие на пролиферацию и миграцию эндотелиальных клеток – VEGF, G-CSF, 

Epo и TNF-α. Миграция культур ЭПК in vitro под влиянием ряда цитокинов 

имитирует процесс миграции in vivo [5; 80]. 

Нами показано, что пролиферация и миграция культуры ЭПК значительно 

увеличивалась в присутствии КС от клеток эндотелиальной линии EA. hy926. 

Причем КС оказывал более сильный эффект на пролиферацию, чем VEGF, G-CSF 

и Epo. Необходимо отметить, что стимулирующий эффект анализируемых 

факторов проявлялся уже через 4 часа наблюдения, чего ранее другими 

исследователями показано не было. Факт такой ранней пролиферации и миграции 

еще раз подчеркивает связь быстрого эффекта при введении ЭПК в организм с 

паракринными механизмами действия клеток.  

Таким образом, столь высокое паракринное влияние клеток эндотелиальной 

линии EA. hy926 объясняется комплексным содержанием биологически активных 

веществ в КС, что перекликается с данными литературы [116]. С другой стороны, 

растворимые продукты ЭПК также увеличивают пролиферацию и миграцию 

эндотелиальных клеток EA. hy926, что сравнимо с действием Epo. Полученные 

результаты согласуются с данными литературы, показавшими, что КС ЭПК 

способствует ангиогенезу in vitro, мобилизации CD34+ ЭПК из костного мозга и 
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хомингу в места ишемии [117; 120]. Так, в работе, опубликованной в 2014 году, 

показано, что КС, полученная при культивировании «ранних» ЭПК здоровых 

доноров, содержит EGF, FGF, тромбопоэтин, PDGF, VEGF и VEGF-D. 

Добавление КС ЭПК к эндотелиальным клеткам приводит к их активации – 

пролиферации и образованию тубулярных сосудистых структур [353]. 

Важно отметить, что стимулирующее влияние КС от культуры ЭПК на 

миграцию клеток эндотелиальной линии человека EA. hy926 определено и в 

других экспериментальных условиях – модели десквамированного слоя эндотелия 

(«раны»).  

Нами показано, что скорость заживления раневой поверхности под 

воздействием КС от культуры ЭПК в 1,5 раза превышала спонтанную миграцию 

клеток эндотелиальной линии человека EA. hy926.  

Полученные результаты согласуются с полученными Di Santo S. и 

коллегами данными. Авторы показали, что КС, полученная при культивировании 

«ранних» ЭПК здоровых доноров, в 2 раза быстрее способствует горизонтальной 

миграции эндотелиальных клеток в модели «раны» in vitro [353]. 

Таким образом, было установлено взаимовлияние по паракринному 

механизму ЭПК от пациентов с ХСН и зрелых эндотелиальных клеток линии 

EA. hy926, что свидетельствует о способности ЭПК стимулировать резидентные 

эндотелиальные клетки к ангиогенезу, в свою очередь зрелые эндотелиальные 

клетки способны поддерживать и стимулировать ЭПК к васкулогенезу. 

В рамках исследований, направленных на определение паракринных 

сигналов, большое внимание обычно уделяется факторам роста и цитокинам. 

Результаты ряда работ свидетельствуют о том, что паракринные факторы могут 

действовать синергично. В то же время кондиционная среда при культивировании 

ЭПК содержит не только белки. Среди различных молекул, которые 

идентифицируются в кондиционной среде, представлены соединения клеточного 

метаболизма – цитрат, АТФ, эйкозаноиды, которые также могут способствовать 

ангиогенезу непосредственно или путем воздействия на цитокины и факторы 

роста [288]. 
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Паракринные ангиогенные и цитопротективные эффекты ЭПК не являются 

уникальной особенностью этих клеток. На самом деле, данные литературы 

свидетельствуют, что КС ЭСК, ММСК способствует росту сосудов, миграции и 

пролиферации эндотелиальных клеток и кардиомиоцитов [324]. 

МНК периферической крови без фармакологической активации также 

способны оказывать влияние на ангиогенез. Интерес вызывает опубликованная 

работа изучения КС, полученной при культивировании МНК. Авторы показали, 

что лиофилизированная КС способствует пролиферации эндотелиальных клеток и 

образованию сосудистых структур в матригеле. Кроме того, обработка клеток 

кожи КС приводит к индукции нескольких сигнальных путей, участвующих в 

клеточной миграции, пролиферации и выживании [325]. 

Анализ последних данных литературы свидетельствует о том, что 

регенеративные свойства ЭПК не ограничиваются их участием в ангиогенезе 

кровеносных сосудов.  

Показано, что ЭПК могут стимулировать лимфангиогенез не только при 

лимфедеме, но и при других заболеваниях [356]. Учитывая роль лимфатической 

системы сердца при заболеваниях сердечно-сосудистой системы [2] необходимо 

изучение функциональных особенностей СПК, участвующих в лимфангиогенезе.  

Нами показано, что введение G-CSF пациентам с ХСН приводит к выходу в 

периферическую кровь лимфатических ЭПК, идентифицированных по экспрессии 

маркеров лимфангиогенеза – количество LYVE-1-позитивных клеток 

увеличивается после мобилизации G-CSF и составляет 2,1 %. Полученные данные 

согласуются с литературой, где показано, что G-CSF индуцирует миграцию, 

пролиферацию и образование сосудистых структур лимфатическими 

эндотелиальными клетками in vitro, а VEGF-C может способствовать 

дифференцировке CD34+CD133+ ЭПК в лимфатические эндотелиальные клетки, 

экспрессирующие маркеры LYVE-1, Prox-1,VEGFR3 [83; 172]. В настоящее время 

мы продолжаем исследование фенотипических и функциональных свойств 

лимфатических ЭПК. 

Регенеративные свойства ЭПК не только направлены на стимуляцию 
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ангиогенеза. В ряде клинических исследований продемонстрировано улучшение 

функциональных показателей миокарда после введения ЭПК. Предполагается, что 

ЭПК помимо улучшения перфузии миокарда могут регенерировать мышцу 

сердца, дифференцируясь в кардиомиоциты. Кроме того, ЭПК способствуют 

уменьшению апоптоза поврежденных кардиомиоцитов и стимулируют 

эндогенные стволовые клетки сердца. На самом деле, есть убедительные 

доказательства того, что дифференцировка и включение ЭПК в сосуды составляют 

лишь малую часть механизмов действия ЭПК, а паракринные сигналы играют 

ключевую роль в процессах репарации поврежденных тканей миокарда [288]. 

Секреция кардиотрофических факторов ЭПК позволяет регулировать 

постинфарктное ремоделирование. Так, в работах показано, что КС ЭПК при 

интракоронарном введении в экспериментальной модели инфаркта повышает 

количество кардиомиоцитов, а в экспериментах in vitro увеличивает их 

пролиферацию [301]. 

Анализируя взаимосвязь показателей функционального состояния миокарда 

после интрамиокардиального введения мобилизованных G-CSF МНК, количества 

ЭПК и цитокинов при культивировании МНК, были выявлены некоторые 

корреляционные связи. 

Популяция ЭПК с фенотипом CD34+ прямо коррелирует с улучшением 

перфузии миокарда в покое спустя 6 месяцев после интрамиокардиального 

введения МНК. Количество CD34+/CD133+клеток, более ранних в 

дифференцировочном отношении, сопряжено с улучшением перфузии миокарда 

при функциональной нагрузке через 12 месяцев, и с ФВЛЖ через 6 месяцев после 

интрамиокардиального введения МНК. Между количеством более поздних ЭПК, 

экспрессирующих CD34+/VEGFR2
+, и функциональными параметрами сердечной 

мышцы пациентов с ХСН каких-либо взаимосвязей не обнаружено. 

Изучая корреляционные связи между уровнем цитокинов, секретируемых 

МНК после мобилизации, и показателями функционального состояния миокарда, 

было выявлено, что только Epo находится во взаимозависимости с перфузией 

миокарда, ФВЛЖ и классом СН. На самом деле, это закономерно, поскольку 



 171

проангиогенное действие Epo схоже с VEGF, а рецептор к Epo экспрессируется 

как на эндотелиальных клетках, так и на кардиомиоцитах. Кроме того, Еpo влияет 

на ангиогенез путем стимуляции кардиомиоцитов к секреции VEGF [137; 334], 

обладает антиапоптотическим действием [135].  

Очевидно, что небольшая выборка исследований и разброс между 

показателями уровня секреции цитокинов не позволил выявить закономерности 

корреляционных связей для других факторов.  

Однако ранее нами было показано, что TNF-α, GM-CSF, как и Еpo, в группе 

пациентов с улучшением перфузии секретируются достоверно в большем 

количестве по сравнению с группой с ухудшением перфузии [3]. 

Таким образом, улучшение перфузии миокарда вероятно связано с участием 

ЭПК в ангиогенезе, причем более ранние предшественники CD34+/CD133+ 

способствуют неоангиогенезу в поздние сроки наблюдения (12 месяцев), 

возможно, посредством васкулогенеза, а CD34+ ЭПК оказывают влияние на 

репарацию в ранние сроки наблюдения (6 месяцев), стимулируя эндотелиальные 

клетки к эндотелиогенезу. Очевидно, что популяция CD34+/CD133+ ЭПК 

причастна к процессам репарации поврежденного миокарда. На самом деле, эта 

гипотеза подтверждается результатами некоторых исследований 

дифференцировки ЭПК in vitro в кардиомиоциты [108]. 

По данным литературы при проведении клинических исследований 

приводятся в лучшем случае сведения о фенотипе вводимых клеток, но чаще всего 

анализируются клинические и функциональные данные пациентов в динамике 

проводимой клеточной терапии. В опубликованном недавно мета-анализе 

имеются лишь сведения о взаимодействии количества CD34+ клеток и улучшения 

ФВЛЖ [332], а также отрицательная корреляционная связь между количеством 

ЭПК и классом СН по NYHA у пациентов с ХСН [89]. 

Таким образом, очевидно, что популяции ЭПК в периферической крови 

после мобилизации G-CSF могут воздействовать на различные звенья репарации 

ишемизированного миокарда. Имеющиеся корреляционные связи между 

содержанием в периферической крови пула прогениторных клеток и секрецией 
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цитокинов после интрамиокардиального введения с функциональными 

параметрами миокарда указывают на вовлеченность вводимых клеток в процесс 

регенерации. 

Полученные результаты согласуются с данными о том, что СПК костного 

мозга и периферической крови, введенные интракоронарно и 

интрамиокардиально, способствуют улучшению кровоснабжения миокарда. 

Таким образом, растворимые факторы, высвобождаемые клетками 

трансплантата, играют ключевую роль в восстановительных подходах клеточной 

трансплантации и, вероятно, объясняют очевидный парадокс регенерации тканей 

с незначительным приживлением трансплантированных СПК. 

Результаты исследования и анализ данных литературы позволили 

схематически представить паракринные межклеточные взаимодействия 

недифференцированных циркулирующих и тканевых ЭПК и зрелых 

эндотелиальных клеток (схема 1). 

Развитие новой сосудистой сети – результат избирательного взаимодействия 

различных популяций клеток, которое реализуется с участием паракринных 

сигналов.  

Эндотелиальные клетки различной степени зрелости, как и лимфоциты, 

моноциты, мезенхимальные клетки, путем продукции проангиогенных молекул 

способствуют ангиогенезу, регулируя пролиферацию, миграцию клеток и 

образование новой сосудистой сети. 

Ангиогенные сигналы одних популяций клеток могут активировать другие 

популяции клеток, в том числе и эндотелиальных, стимулируя их пролиферацию и 

продукцию цитокинов. Сигналы микроокружения способствуют пролиферации и 

направленной миграции клеток.  

Таким образом, ЭПК и продукты их секреции способны стимулировать 

ангиогенез, модулировать воспаление и имеют потенциал для улучшения 

функционального состояния ишемизированного миокарда.  

 



 173

ЦиркулируюшиеЦиркулируюшие
ЭПКЭПК

продукцияпродукция
проангиогенныхпроангиогенных

цитокиновцитокинов

ЭндотелиальныеЭндотелиальные
клеткиклетки

ТканевыеТканевые ЭПКЭПК

продукцияпродукция
проангиогенныхпроангиогенных

цитокиновцитокинов

GG--CSFCSF

продукцияпродукция
проангиогенныхпроангиогенных

цитокиновцитокинов

 

Схема 1 – Схема паракринных взаимодействий циркулирующих ЭПК, тканевых 

ЭПК и эндотелиальных клеток 

 

 

 

 

 

 

 

 

 



 174

ЗАКЛЮЧЕНИЕ 

 

Способность ЭПК стимулировать ангиогенез делает эти клетки 

привлекательными для стимуляции репаративных процессов в ишемизированном 

миокарде у пациентов с ХСН. На основании вышеизложенного можно утверждать, 

что периферическая кровь является доступным источником аутологичных СПК, а 

фармакологическая мобилизация СПК из костного мозга в периферическое русло 

крови введением G-CSF является эффективной процедурой у пациентов с ХСН. 

Введение G-CSF приводит к увеличению количества ЭПК костномозгового 

происхождения, представленных популяциями клеток различной степени 

зрелости, ЭПК моноцитарного происхождения, и повышению количества 

циркулирующих зрелых эндотелиальных клеток. Обогащение периферической 

крови ЭПК сопровождается повышением функционального потенциала 

мононуклеарных клеток – пролиферативной, синтетической активности и 

способности к миграции. Секретируемые МНК цитокины с проангиогенной 

активностью способны оказывать аутокринно-паракринную регуляцию 

функционального состояния клеточных популяций, вовлеченных в продукцию 

биологически активных веществ. 

Мобилизованные G-CSF ЭПК in vitro дают начало росту двум типам ЭПК 

(«ранним» и «поздним»), отличающихся между собой не только по 

морфологическим и пролиферативным свойствам, но и различной 

цитокинпродуцирующей активностью. Полученные in vitro из МНК ЭПК при 

культивировании также способны оказывать паракринное действие путем 

секреции проангиогенных ростовых факторов и цитокинов. Секретируемые ЭПК 

медиаторы поддерживают пролиферацию клеток в культуре и способствуют 

образованию первичных тубулярных сосудистых структур на различных белках 

внеклеточного матрикса, который оказывает влияние на уровень секретруемых 

медиаторов. 

Эндотелиальные клетки различной степени дифференцировки также 

оказывают взаимовлияние на функциональное состояние друг друга путем 
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паракринных механизмов. Продукты секреции недифференцированных ЭПК 

стимулируют пролиферацию и миграцию зрелых эндотелиальных клеток линии 

EA. hy926, а продуцируемые клетками EA. hy926 биоактивные молекулы в свою 

очередь увеличивают функциональный потенциал ЭПК. Паракринные эффекты 

действия секретируемых факторов сопоставимы со стимулирующим влиянием 

ангиогенных цитокинов. 

С учетом спектра продукции цитокинов и ростовых факторов 

циркулирующими и культивируемыми ЭПК, оказывающими стимулирующее 

влияние на пролиферативный и миграционный потенциал «зрелых» 

эндотелиальных клеток путем паракринного эффекта, ЭПК, полученные в ходе 

мобилизации G-CSF, могут быть с успехом использованы в клеточной терапии 

ишемических заболеваний миокарда человека. Интрамиокардиальное введение 

обогащенных ЭПК мононуклеаров периферической крови приводит к улучшению 

функционального состояния ишемизированного миокарда у пациентов с ХСН, 

опосредованное популяциями ЭПК и секретируемыми проангиогенными 

медиаторами. 

В настоящее время клеточная терапия включает в себя введение не только 

СПК различных типов, но и активную стимуляцию ангиогенеза и мобилизации 

СПК путем введения ростовых факторов. Культуральная среда, содержащая 

продукты секреции как циркулирующих, так и культивируемых ЭПК в виде 

комплекса цитокинов и ростовых факторов, может служить альтернативой всем 

известным факторам стимуляции репаративных процессов. Использование в 

качестве источника аутологичных ЭПК периферической крови обладает явными 

технологическими преимуществами перед другими источниками их получения.  
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ВЫВОДЫ 

 

1. Введение гранулоцитарного колониестимулирующего фактора 

пациентам с хронической сердечной недостаточностью приводит к увеличению 

количества клеток с фенотипом CD34+, CD34+/CD133+, CD34+/VEGFR2
+, 

CD133+/CD34–, CD34+/CD31+, VEGFR2
+/CD34–, CD31+/CD34–, CD14+/VEGFR2

+, 

VEGFR2
+/CD14–, что свидетельствует о выходе в периферическое русло крови 

разных по происхождению эндотелиальных прогениторных клеток, находящихся 

на различных этапах дифференцировки. 

2. Мобилизация гранулоцитарным колониестимулирующим фактором у 

пациентов с хронической сердечной недостаточностью приводит к увеличению 

функционального потенциала мононуклеарных клеток, обогащенных 

эндотелиальными прогениторными клетками, и способности к миграции, 

поскольку после курса мобилизации гранулоцитарным колониестимулирующим 

фактором происходит увеличение пролиферации мононуклеарных клеток на 

различные стимулы (митоген Кон А, цитокины G-CSF и Epo), количества 

колониеобразующих единиц и экспрессии рецептора хоуминга CXCR4 по 

сравнению с исходными показателями до курса мобилизации. 

3. Обогащение периферической крови эндотелиальными 

прогениторными клетками у пациентов с хронической сердечной 

недостаточностью приводит к увеличению секреции мононуклеарными клетками 

цитокинов с проангиогенной активностью – IL-18, Epo и VEGF, и снижению 

уровня провоспалительного цитокина TNF-α. Мобилизация ведет к возрастанию 

функционального резерва продукции проангиогенных цитокинов, поскольку 

уровень секреции TNF-α, IL-10, IL-18, Epo и G-CSF увеличивается на митогенные 

стимулы Кон А и ЛПС, и цитокиновые стимулы G-CSF и Epo. 

4. Количество циркулирующих клеток с фенотипом CD34–/CD133+, 

CD34+/VEGFR2
–, CD34+/VEGFR2

+, CD34+/CD31+, CD34–/VEGFR2
+, CD34–/CD31+ 

находится в прямой корреляционной связи с уровнем секретируемых цитокинов – 

TNF-α, IL-10, IL-18, Epo и VEGF, что свидетельствует о взаимовлиянии разной 
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степени дифференцировки эндотелиальных прогениторных клеток и 

проангиогенных цитокинов, и вовлеченности данных клеток в продукцию 

биологически активных веществ. 

5. Эндотелиальные прогениторные клетки пациентов с хронической 

сердечной недостаточностью после мобилизации гранулоцитарным 

колониестимулирующим фактором in vitro с увеличением срока культивирования 

имеют различный пролиферативный потенциал и различаются морфологически, 

что позволяет условно разделить их на популяции «ранних» и «поздних» 

эндотелиальных прогениторных клеток. Клетки, культивируемые в ранние сроки, 

имеют удлиненную форму и слабо пролиферируют, а увеличение сроков 

культивирования приводит к образованию веретенообразными клетками 

кластеров и первичных сосудистых тубулярных структур. 

6. Культивируемые в разные сроки эндотелиальные прогениторные 

клетки пациентов секретируют различный уровень биологически активных 

веществ – проангиогенных цитокинов, ростовых факторов и оксида азота, что 

зависит от влияния белков внеклеточного матрикса. При культивировании на 

фибронектине «ранние» эндотелиальные прогениторные клетки секретируют 

более высокий уровень IL-10, IL-18, IL-8, Epo, VEGF и NO, а на желатине – TNF-

α, IL-8 и Epo. 

7. Эндотелиальные прогениторные клетки и зрелые эндотелиальные 

клетки оказывают взаимовлияние на функциональное состояние друг друга, 

стимулируя пролиферативный и миграционный потенциал путем паракринных 

механизмов. Продукты секреции эндотелиальных прогениторных клеток 

стимулируют пролиферацию и миграцию клеток эндотелиальной линии 

EA. hy926, а продуцируемые клетками эндотелиальной линии EA. hy926 

биоактивные вещества в свою очередь увеличивают функциональный потенциал 

эндотелиальных прогениторных клеток. Паракринные эффекты действия 

секретируемых недифференцированными и зрелыми эндотелиальными клетками 

факторов сопоставимы со стимулирующим влиянием ангиогенных цитокинов. 
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8. Морфофункциональные свойства эндотелиальных прогениторных 

клеток пациентов с хронической сердечной недостаточностью после мобилизации 

гранулоцитарным колониестимулирующим фактором взаимосвязаны с 

показателями функционального состояния миокарда после интрамиокардиального 

введения. Количество циркулирующих клеток с фенотипом CD34+/CD133–, 

CD34+/CD133+ и CD34+/VEGFR2
+ находится в прямой корреляционной связи с 

перфузией миокарда и фракцией выброса левого желудочка, а секреторный 

уровень Epo – с перфузией миокарда, фракцией выброса левого желудочка и с 

классом сердечной недостаточности через 6 и 12 месяцев наблюдения, что 

свидетельствует о вовлеченности вводимых клеток в процесс регенерации 

ишемизированного миокарда. 

9. Эндотелиальные прогениторные клетки, полученные в ходе 

мобилизации введением гранулоцитарного колониестимулирующего фактора 

пациентам с хронической сердечной недостаточностью, представляют собой 

гетерогенную популяцию клеток, обусловленную нахождением на разных этапах 

дифференцировки, характеризующуюся  высокой пролиферативной, 

миграционной и цитокинпродуцирующей активностью, наличием аутокринно-

паракринного эффекта регуляции функционального состояния клеточных 

популяций.  

10. Аутологичные мононуклеары, обогащенные эндотелиальными 

прогениторными клетками, потенциально могут использоваться для стимуляции 

ангиогенеза и регенерации ишемизированного миокарда у пациентов с сердечно-

сосудистыми заболеваниями. 
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ПРАКТИЧЕСКИЕ РЕКОМЕНДАЦИИ 

 

1. Метод получения из периферической крови пациента суспензии МНК, в 

значительной степени обогащенной различными субпопуляциями ЭПК, состоящий в 

5-кратном введении лекарственной формы G-CSF в дозе 3,3–5,0 мкг на 1 кг веса 

человека, аппаратном цитаферезе по программе PBSC и центрифугировании на 

градиенте плотности фиколл/верографин, является наиболее эффективным и 

приемлимым в клинических исследованиях. 

2. Для получения девяти субпопуляций ЭПК человека, различающихся по 

экспрессии различных мембранных маркеров (CD34, CD133, VEGFR2, CD31, CD14) 

наиболее пригодна методика культивирования клеточной суспензии МНК в 

эндотелиальной среде с добавлением 10 % FSC и 2 мМ L-глютамина в культуральных 

флаконах, поверхность которых предобработана фибронектином и желатином в 

концентрации 1×10 млн/мл во влажной атмосфере с 5 % СО2 в течение 48 часов с 

последующим удалением неприлипших клеток и докультивированием в течение 8–

16 суток.  

3. Кондиционные среды, полученные при культивировании ЭПК, содержат 

большое количество биологически активных веществ, оказывающих выраженное 

воздействие на пролиферативную и миграционную активность эндотелиальной 

клеточной линии, и могут быть использованы в качестве фидерных сред и источников 

для исследования содержащихся в них цитокинов и ростовых факторов в 

культуральных исследованиях.  

4. Параметры морфофункциональных свойств ЭПК тесно коррелируют с 

функциональным состоянием миокарда при ХСН и могут быть использованы в 

качестве дополнительных лабораторных критериев оценки его состояния. 

5.  Полученные данные о способности ЭПК при интрамиокардиальном введении 

улучшать перфузию миокарда и снижать степень выраженности ХСН позволяют 

рассматривать этот подход в качестве альтернативного при толерантности пациента к 

лекарственной терапии. 
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СПИСОК СОКРАЩЕНИЙ 

 

ГСК – гемопоэтическая стволовая клетка 

ЗФР – забуференный физраствор 

ИБС – ишемическая блезнь сердца 

ИМ – инфаркт миокарда 

ИПК – индуцированная плюрипотентная клетка 

ИС – индекс стимуляции 

КИ – клеточный индекс 

ККМ – клетки костного мозга 

КОЕ – колониеобразующая единица 

Кон А – конканавалин А 

КС – кондиционная среда 

ЛПС – липополисахарид  

ММП – матриксная металлопротеиназа 

ММСК – мультипотентная мезенхимальная стромальная клетка 

МНК – мононуклеарные клетки 

МТТ – 3-(4,5-диметилтиазол-2-ил)-2,5-дифенил-2Н-тетразолиум бромид  

ППС – полная посадочная среда 

СПК – стволовая/прогениторная клетка 

ФВЛЖ – фракция выброса левого желудочка 

ХСН – хроническая сердечная недостаточность 

ЭПК – эндотелиальная прогениторная клетка 

ЭСК – эмбриональная стволовая клетка 

CD – кластер дифференцировки 

CXCR4 – хемокиновый рецептор 4 типа к SDF-1 

eNOS – эндотелиальная синтаза оксида азота 

Epo – эритропоэтин 

FCS – фетальная телячья сыворотка 

FGF – фактор роста фибробластов 
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FITC – флюоресцеинизотиоцианат 

G-CSF – гранулоцитарный колониестимулирующий фактор 

GM-CSF – гранулоцитарно-макрофагальный колониестимулирующий фактор 

HGF – фактор роста гепатоцитов 

HIF-1 – индуцированный гипоксией фактор-1 

IGF-1 – инсулиновый фактор роста 

IL – интерлейкин  

LDL – липопротеины низкой плотности 

MCP – белок хемоаттрактант моноцитов 

NO – оксид азота 

NYHA – функциональная классификация хронической сердечной 

недостаточности Нью-Йоркской ассоциации кардиологов 

PDGF – фактор роста тромбоцитов 

PE – фикоэритри́н 

PSGL-1 – Р-селектин лиганд гликопротеин-1 

SDF-1 – стромальный фактор роста-1 

SСF-1 – фактор стволовых клеток-1 

TGF-β – трансформирующий фактор роста-β 

TNF-α – фактор некроза опухоли -α 

VEGF – фактор роста эндотелия сосудов 

VEGFR – рецептор к фактору роста эндотелия сосудов 
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