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ОРИГИНАЛЬНЫЕ СТАТЬИ

АНГИОГЕННЫЕ СВОЙСТВА МУЛЬТИПОТЕНТНЫХ МЕЗЕНХИМАЛЬНЫХ СТРОМАЛЬНЫХ КЛЕТОК 
ЖИРОВОЙ ТКАНИ ПАЦИЕНТОВ С ИШЕМИЧЕСКОЙ БОЛЕЗНЬЮ СЕРДЦА
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Цель. Сравнение ангиогенных свойств ММСК жировой ткани пациентов с 
ишемической болезнью сердца и без нее и оценка влияния сопутствующего 
сахарного диабета 2 типа на эти свойства. 
Материал и методы. Для выделения ММСК ЖТ использовали подкожную 
жировую ткань пациентов контрольной группы (n=19) без сердечно-сосудис-
тых заболеваний и СД2, больных ИБС с СД2 (n=28) и без него (n=32), которую 
получали при хирургических вмешательствах. Ангиогенную активность ММСК 
ЖТ оценивали по длине капилляроподобных структур, образуемых эндотели-
альными клетками на матригеле в присутствии кондиционированной среды 
ММСК ЖТ. Экспрессию генов факторов роста оценивали с помощью полиме-
разной цепной реакции в реальном времени. Для анализа содержания факто-
ров роста в кондиционированной среде ММСК ЖТ использовали иммунофер-
ментный анализ (ELISA). 
Результаты. Суммарная длина капилляроподобных структур, образованных 
эндотелиальными клетками в присутствии кондиционированной среды ММСК 
ЖТ больных ИБС, снижена вдвое по сравнению с контрольной группой. При 
этом различий между группами больных ИБС без СД2 и с сопутствующим СД2 
не обнаружено. При анализе содержания про- и антиангиогенных факторов в 
кондиционированной среде ММСК ЖТ не обнаружено снижения содержания 
основных ангиогенных факторов при ИБС, напротив, уровень некоторых из них 
(VEGF, HGF, PIGF) был повышен. В то же время было показано значительное 
повышение содержания PAI-1 в среде ММСК ЖТ у больных ИБС. 
Заключение. Ангиогенная активность суммарных продуктов секреции ММСК ЖТ 
больных ИБС снижена по сравнению с этим показателем у пациентов без ИБС. 
Наличие сопутствующего СД2 существенно не влияет на ангиогенную активность 
ММСК ЖТ больных ИБС. Сниженная ангиогенная активность ММСК ЖТ может быть 
обусловлена повышенной продукцией этими клетками PAI-1, который, подавляя 
активность активаторов плазминогена, может оказывать антиангиогенный эффект. 
Для проверки этой гипотезы необходимы дальнейшие исследования. 
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Aim. To compare angiogenic properties of adipose tissue (AT) derived multipotent 
mesenchymal stromal cells (MMSC) in patients with or without coronary heart 
disease (CHD) and to investigate potential effects of concomitant Type 2 diabetes 
mellitus (DM-2) on these properties.
Material and methods. To extract AT MMSC, subcutaneous adipose tissue samples 
were obtained during a surgical intervention in 19 controls (individuals without 
cardiovascular disease or DM-2), 28 patients with CHD and DM-2, and 32 CHD patients 
without DM-2. Angiogenic properties of AT MMSC were assessed by the length of 
capillary-like structures formed by endotheliocytes on Matrigel in the presence of the 
conditioned AT MMSC medium. Growth factor gene expression was measured using the 
real-time polymerase chain reaction. Growth factor levels in the conditioned AT MMSC 
medium were measured using the enzyme-linked immunosorbent assay (ELISA).
Results. In CHD patients, the total length of capillary-like structures, formed by 
endotheliocytes in the presence of the conditioned AT MMSC medium, was twice as 
low as in controls. However, there was no marked difference between CHD patients 
with or without DM-2. CHD patients did not demonstrate a reduction in the levels of 
main angiogenic factors, measured in the conditioned AT MMSC medium. On the 

contrary, the levels of some factors (VEGF, HGF, and PIGF) were elevated, as well as 
the levels of PAI-1.
Conclusion. Angiogenic activity of secretion end-products of AT MMSC was 
reduced in CHD patients, compared to CHD-free individuals. The presence of 
concomitant DM-2 did not affect angiogenic properties of AT MMSC in CHD 
patients. Reduced angiogenic activity of AT MMSC could be due to increased PAI-1 
production. PAI-1 suppresses the activity of plasminogen activators and, therefore, 
may have angiogenic effects. To confirm this hypothesis, further research is 
needed.
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Сердечно-сосудистые заболевания являются 

основной причиной смертности во всем мире, 

несмотря на использование новых медикаментоз-

ных, хирургических и эндоваскулярных методов 

лечения [1]. В последнее время прогресс в области 

лечения этих заболеваний связывают с методами 

клеточной терапии. Перспективным источником 

для клеточной терапии сердечно-сосудистых забо-

леваний ишемического генеза признаны мультипо-

тентные мезенхимальные стромальные клетки 

(ММСК) благодаря их способности стимулировать 

васкуляризацию ишемизированных тканей in vivo 

[2]. Считается, что их влияние на рост кровеносных 

сосудов в основном обусловлено паракринными 

эффектами — способностью секретировать широ-

кий спектр факторов роста, цитокинов и хемоки-

нов, протеаз, белков внеклеточного матрикса [3]. 

ММСК могут быть выделены из костного мозга 

и жировой ткани, а также из пуповинной крови, 

эндометрия, пульпы зуба и периферической крови. 

Жировая ткань как источник ММСК ЖТ для кле-

точной терапии считается наиболее перспективной, 

так как может быть получена в большом количестве 

в ходе малоинвазивных хирургических процедур. 

Терапевтическая эффективность этих клеток изучена 

во многих экспериментах на клинически релевант-

ных моделях патологий у животных [2]. Сегодня 

известны результаты нескольких клинических испы-

таний (APOLLO, PRECISE, MyStromalCell Trial), где 

была показана возможность лечения острой и хро-

нической ИБС с помощью внутрикоронарного вве-

дения ММСК ЖТ [4–6]. Однако эффективность 

лечения ишемии тканей после трансплантации ауто-

логичных ММСК ЖТ, как и других аутологичных 

ММСК, недостаточно высокая. В значительной 

мере это может быть обусловлено негативным влия-

нием патологии и возраста пациентов на паракрин-

ную функцию и ангиогенные свойства этих клеток, 

что изучено недостаточно. Исследование молеку-

лярных механизмов снижения терапевтических 

свойств прогениторных клеток необходимо для раз-

работки эффективных способов их предтрансплан-

тационной подготовки, направленной на увеличе-

ние их терапевтической эффективности. Данная 

работа посвящена исследованию ангиогенной 

активности продуктов секреции ММСК ЖТ паци-

ентов с ИБС, оценке уровня экспрессии генов 

и концентрации в кондиционированной среде 

ММСК ЖТ наиболее значимых факторов, регулиру-

ющих ангиогенез. В рамках работы мы также проа-

нализировали влияние СД2 на ангиогенные свой-

ства ММСК ЖТ, полученных от больных с ИБС.

Материал и методы
Этический аспект. Работа была выполнена в соот-

ветствии со стандартами надлежащей клинической 

практики (Good Clinical Practice). Все пациенты, 

включенные в исследование, подписывали информи-

рованное согласие на передачу образцов подкожной 

жировой ткани, остающихся после хирургических 

операций, а также обработку клинических данных 

истории болезни. Все исследования, связанные 

с образцами ткани, выполнялись на основании раз-

решения Этического комитета ФГУ РКНПК МЗ 

и СР РФ.

Пациенты. Всего в исследование было включено 

79 пациентов, у которых в ходе хирургической опе-

рации забирали подкожную жировую ткань объемом 

от 1 до 5 мл. В контрольную группу вошли 19 паци-

ентов, оперированных по поводу эндопротезирова-

ния бедренного или коленного сустава (ГКБ № 31) 

и общей хирургической патологии (паховая грыжа) 

(ГКБ № 29). Группу больных с ИБС составили 60 

пациентов со стенозирующим коронарным атеро-

склерозом, которым проводилось аортокоронарное 

шунтирование в отделе сердечно-сосудистой хирур-

гии Института клинической кардиологии им. 

А. Л. Мясникова ФГБУ РКНПК МЗ РФ (руководи-

тель отдела — академик Р. С. Акчурин). Для оценки 

влияния сахарного диабета 2 типа (СД2) на ангио-

генный потенциал ММСК ЖТ группу ИБС разде-

лили на группы ИБС без сахарного диабета 2 типа 

(ИБС без СД2, n=32) и ИБС с сопутствующим СД2 

(ИБС+СД2, n=28).

Критериями исключения для всех групп считали 

аутоиммунную патологию, острые или хронические 

воспалительные заболевания, гематологические 

заболевания, острые нарушения мозгового крово-

обращения или черепно-мозговые травмы в предше-

ствующие 12 месяцев, инфаркт миокарда в предшест-

вующие 6 месяцев, анемию (гемоглобин<10 г/дл), 

злокачественные новообразования, в том числе 

в анамнезе, и длительную гормональную и антибак-

териальную терапию. Контрольную группу составили 

пациенты без документированной сердечно-сосуди-

стой патологии, включая инфаркт миокарда, миокар-

дит в анамнезе, стенокардию, сердечную недостаточ-

ность и нарушение ритма сердца и без нарушений 

липидного (гиперхолестеринемия и гипертриглице-

ридемия) и углеводного (нарушение толерантности 

к глюкозе, сахарный диабет) обмена.

Анализ клинических данных. Индекс массы тела 

рассчитывали как отношение массы тела к квадрату 

роста (кг/м 
2
). Массу тела считали нормальной при 

ИМТ менее 25, избыточной — при ИМТ 25 и <30, 

и ожирение диагностировали при ИМТ 30.

Степень выраженности клинических признаков 

ИБС оценивали согласно критериям стенокардии 

Канадской ассоциации кардиологов на основании 

степени ограничений дневной активности и вели-

чины пороговой нагрузки, вызывающей приступ сте-

нокардии.
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Всем пациентам с ИБС выполнялось стандартное 

обследование, которое проводится перед аорто-коро-

нарным шунтированием, включающее в себя лабора-

торные исследования, коронаровентрикулографию, 

эхокардиографию, а в ряде случаев — нагрузочные 

тесты и МРТ сердца.

Выделение и культивирование ММСК ЖТ. Для 

выделения ММСК ЖТ использовали небольшие 

фрагменты подкожной жировой ткани, которые 

получали во время абдоминальных операций, опера-

ций по поводу травм, эндопротезирования крупных 

суставов и при выделении большой подкожной вены 

в ходе аорто-коронарного шунтирования.

Образцы подкожной жировой ткани (1–5 мл) 

предварительно измельчали и затем подвергали фер-

ментативной обработке с помощью растворов колла-

геназы I (200 Ед/мл, Worthington Biochemical. США) 

и диспазы (40 Ед/мл, Sigma, США) при постоянном 

встряхивании в течение 30–40 мин при 37ºС. Далее 

ткань центрифугировали при 200g в течение 10 мин. 

Верхний надосадочный слой удаляли, эритроциты, 

находящиеся в осадке, лизировали. Осадок пропу-

скали через ситечко (BD Falcon Cell Strainer, 100 mkm, 

Рис. 1. Ангиогенная активность суммарных продуктов секреции ММСК ЖТ. 
Примечания: А-В – микрофотографии капилляроподобных структур, форми-
руемых эндотелиальными клетками EA.hy 926 в присутствии кондициониро-
ванной среды от ММСК-ЖТ; Г – суммарная длина капилляроподобных структур 
в контрольной группе, группе ИБС и группе ИБС+СД2. 
Данные приведены в виде медиана (25-ый, 75-ый процентили), р – критерий 
значимости.

Таблица 1
Клиническая характеристика пациентов 

Клинические признаки Группы пациентов

Контроль ИБС ИБС+СД2 p

Количество пациентов 19 32 28

Возраст 56,7±12,3 62,3±8,6 61,0±8,2 НЗ

Пол, мужчины, n (%)  5 (26, 3 %) 29 (90,6 %) 17 (60,7 %) <0,05

Функциональный класс стабильной стенокардии, n (%) Отс II FC-8 (25 %), II FC-5 (18 %), НЗ

III FC-13 (41 %), III FC-9 (32 %),

IV FC-11 (34 %) IV FC-14 (50 %)

ИМ в анамнезе, n (%) Отс 20 (63 %) 18 (64 %) НЗ

Степень поражения коронарного русла, n (%) Н/О  2КA-6 (18, 8 %)  2КA- 5 (17, 9 %) НЗ

 3КA-26 (81,3 %) 3КA-23 (82,1 %)

Фракция выброса (%) 57,8±1,8 55±9,8 58±9,2 НЗ

Артериальная гипертония, n (%) 3 (16 %) 27 (84 %) 24 (86 %) <0,05

Ожирение, n (%) 12 (63 %) 20 (63 %) 19 (68 %) НЗ

ИМТ, кг/м
2

28,6±3,7 30,6±0,8 28,14±1,07 НЗ

Общий белок (г/л),(N=64-83) 68,7±1,9 69,4±1,6 72,1±3,2 НЗ

Глюкоза (ммоль/л), (N=3,5-5,8) 5,46±2,2 5,4±3,2 10,1±4,1 0,023

Триглицериды (ммоль/л) (N=0,5-2,3) 1,7±1,3 2,1±1,1 1,9±0,9 НЗ

Общий холестерин (ммоль/л) (N=3,5-5,2) 4,4±0,4 4,5±0,4 4,9±0,9 НЗ

Мочевина (ммоль/л) (N=1,7- 8,3) 5,9±0,8 6,2±0,5 9,02±1,5 НЗ

Креатинин (мкмоль/л) (N= 44-106) 68,8±9,5 66,6±7,5 139,8±23,2 <0,01

Медикаментозная терапия до хирургической операции

-блокаторы, n (%) Отс 27(84 %) 23 (82 %) НЗ

Антиагрегантные препараты, n (%) Отс 32(100 %) 28(100 %) НЗ

Статины, n (%) Отс 28(88 %) 25(89 %) НЗ

Ингибиторы АПФ, n (%) Отс 20(63 %) 18(64 %) НЗ

Блокаторы кальциевых каналов, n (%) Отс 13(41 %) 12(43 %) НЗ

Нитраты, n (%) Отс 23(72 %) 21(75 %) НЗ

Примечание: n – количество пациентов, НЗ – не значимо, Н/О – не определено, Отс – отсутствует. Данные в таблице представлены как среднее значение ± SD, 
p – критерий значимости.

А

Г

Б В
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США) и вновь центрифугировали при 200g в течение 

10 мин. Осадок смешивали со средой культивирова-

ния и высаживали на чашки Петри в концентрации 

5х10
4 

клеток/см 
3.

 Выход клеток составлял 4–7х10
4
 

прикрепившихся клеток на 1 мл ткани. Клетки инку-

бировали на стандартном пластике (Corning Costar, 

США) в СО
2
 — инкубаторе (5% СО

2
, 95% воздуха, 

Рис. 2. Содержание мрнк факторов, регулирующих ангиогенез, в ММСК ЖТ.
Примечания: экспрессию мРНК ростовых факторов VEGF (А), HGF (Б), 
PlGF(В), THBS-1 (Г) и PAI-1 (Д) определяли методом ПЦР в реальном времени. 
Для анализа полученных данных использовали метод дельта Ct. 
Для нормирования к ДНК в пробах использовали гены “домашнего хозяйства” 
GAPDH и -actin.
Данные приведены в виде медиана (25-ый, 75-ый процентили), р – критерий 
значимости.

37ºС), в среде, поддерживающей рост недифферен-

цированных мезенхимальных прогениторных клеток 

(Advance Stem Cell Basal Medium, HyClone, США) 

с добавлением 10% смеси факторов роста (Advance 

Stem Cell Growth Supplement, HyClonе, США) и анти-

биотика (100 Ед/мл пенициллина,100 Ед/мл стрепто-

мицина/фунгизона, HyClone, США). При достиже-

нии 70–80% конфлюента клетки рассаживали в соот-

ношении 1:3 с использованием раствора кутазы 

(HyQ
®

Tase™, HyClone).

Приготовление кондиционированной среды и клеточ-
ного осадка ММСК ЖТ. Для получения кондициониро-

ванной среды ММСК ЖТ 2-го пассажа промывали 3 

раза водно-солевым буферным раствором ФСБ (Пан-

Эко, Россия) и культивировали в течение 48 часов 

в среде роста без сыворотки. Затем среду собирали, 

центрифугировали при 200g в течение 10 мин. Откре-

пление ММСК ЖТ от пластика проводили с помощью 

раствора кутазы. Осадок клеток промывали ФСБ. Под-

сушенный осадок клеток и аликвоты среды заморажи-

вали в жидком азоте. Образцы хранили при –70ºС.

Морфологическая и иммунофенотипическая харак-
теристика ММСК ЖТ. ММСК ЖТ 2-го пассажа откре-

пляли от пластика с помощью раствора Версена (Пан-

Эко, Россия). Клетки окрашивали антителами против 

CD14 (eBioscience, кат. № 14–0141–81), CD34 

(BD Pharmingen, кат. № 555824), CD45 (BD Pharmingen, 

Б

В Г

Д
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кат. № 340953), CD73 (BD Pharmingen, кат. № 550257), 

CD90 (BD Pharmingen, кат. № 555597), CD105 

(BD Pharmingen, кат. № 560819), NG2 (Chemicon, кат. 

№ ab5320) и PDGFRB (BD Pharmingen, кат. № 558821), 

конъюгированными с различными флуорохромами. 

Анализ проводили с помощью проточного цитометра 

FACS Сalibur (Becton Dickinson, США).

Дифференцировка. Для анализа способности к ади-

погенной и остеогенной дифференцировке ММСК 

ЖТ культивировали в индукционных средах, исполь-

зуя наборы реагентов (Invitrogen, США), согласно 

методике, приложенной к набору. В качестве отрица-

тельного контроля использовали ММСК ЖТ того же 

донора, культивируемые в обычной среде роста.

Пролиферативная способность ММСК ЖТ. Для 

анализа пролиферативной активности ММСК ЖТ 

1-го пассажа окрашивали 25мкМ раствором карбок-

силфлуоресцеин диацетата сукцинимидильного 

эфира (CFSE, Molecular Probes, США). После окра-

ски клетки культивировали в течение 5 дней, затем 

оценивали процентное содержание активно и слабо 

пролиферирующих клеток по степени снижения 

содержания CFSE относительно исходного уровня 

с помощью проточного цитометра FACS Сalibur 

(Becton Dickinson, США).

Анализ экспрессии генов в ММСК ЖТ. Содержание 

мРНК исследуемых факторов, участвующих в регуля-

ции ангиогенеза, проводили методом ПЦР в реальном 

времени. Для этого из клеток выделяли мРНК при 

помощи набора реагентов RNeasy Mini Kit (QIAGEN, 

США) и на матрице РНК строили кДНК, используя 

набор Fermentas Reverse Transcription Reagents 

(Fermentas, Литва). Далее проводили ПЦР в реальном 

времени с использованием интеркалирующего краси-

теля SYBR Green І (Евроген, Россия) в амплификаторе 

BIO-RAD iQ5 Multicolor Real-time PCR detection system 

(Bio-rad, США). Данные для каждого образца норми-

ровали по экспрессии генов -actin и GAPDH.

Анализ содержания факторов роста, участвующих 
в ангиогенезе, в кондиционированной среде. Содержа-

ние эндотелиального фактора роста сосудов (VEGF), 

плацентарного фактора роста (PlGF), ангиогенина 

(Ang), фактора роста гепатоцитов (HGF), ангиопоэ-

тина-1 (ANG-1), тромбоспондина (TНBS1), ингиби-

тора активатора плазминогена 1 типа (PAI-1) в среде 

культивирования ММСК ЖТ оценивали с помощью 

наборов реагентов для иммуноферментного анализа 

(ELISA, R&D Systems, США). Уровень поглощения 

раствора в лунках определяли при длине волны 450 

нм с корректировкой при 620 нм. Полученные значе-

ния концентрации исследуемого белка в образцах 

кондиционированных сред нормировали на количе-

ство клеток.

Формирование капилляроподобных структур эндо-
телиальными клетками линии EA.hy 926 на матригеле. 
Ангиогенную активность суммарных продуктов 

секреции ММСК ЖТ оценивали с помощью мето-

дики формирования капилляроподобных структур 

эндотелиальными клетками линии EA.hy 926 

на матригеле, обедненном ростовыми факторами 

(Growth factors reduced Matrigel, BD Biosciences, 

США). Для этого клетки линии EA.hy 926 высажи-

вали в 96 луночный планшет из расчета 10 тыс. клеток 

на лунку и культивировали в кондиционированной 

среде ММСК ЖТ в течение 18 часов. Суммарную 

длину капилляроподобных структур в лунке изме-

ряли в десяти случайно выбранных полях зрения. 

Подсчет выполняли на изображениях, полученных 

при использовании объектива микроскопа х10, 

с помощью программы MetaMorph 5.0 (Universal 

Imaging, США).

Статистический анализ. Статистическую обра-

ботку результатов проводили с использованием 

пакета Статистика 8.0. Результаты представлены 

в виде среднее ± стандартное отклонение (SD) или 

как медиана (25-й и 75-й процентили). При подтвер-

ждении нормальности распределения признака 

методами Колмогорова-Смирнова и Шапиро-Уилк-

сона для сравнения двух независимых групп исполь-

зовали t- критерий Стьюдента. С той же целью для 

анализа данных в малочисленных выборках и ненор-

мальных распределений использовали U-критерий 

Манна-Уитни. Множественное сравнение прово-

дили с помощью метода ANOVA при нормальном 

распределении признака, в остальных случаях 

использовали метод Краскел-Уоллиса. Корреляци-

онный анализ проводили с использованием метода 

Пирсона для нормального распределенных выбо-

рок, в остальных случаях использовали метод Спир-

мена. Для оценки тесноты связи по значению коэф-

фициента корреляции использовали шкалу Чеддока. 

Различия считали статистически значимыми при 

уровне значимости p<0,05. Данные в тексте, таблице 

и на графиках представлены в виде среднее ± стан-

дартное отклонение (SD) или как медиана (25-й 

и 75-й процентили).

Результаты
Анализ клинических данных пациентов
Клинические данные пациентов представлены 

в таблице 1. Средний возраст в контрольной группе 

составил 56,7±12,3 лет, в группе ИБС без СД2–

62,3±8,6 лет и в группе ИБС+СД2–61,0±8,2 лет. 

Все пациенты c ИБС получали стандартную меди-

каментозную терапию для лечения ИБС (бета-бло-

каторы, иАПФ, блокаторы кальциевых каналов, 

статины, антиагреганты, нитраты, диуретики). Все 

пациенты с СД2 получали пероральные антидиабе-

тические препараты (49%) либо инъекции инсу-

лина (23%), остальные пациенты (28%) находились 

на антидиабетической диете. Пациенты контроль-

ной группы не получали медикаментозную тера-
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пию, оказывающую влияние на сердечно-сосудис-

тую систему, систему крови, липидный или угле-

водный обмен.

Функциональная характеристика ММСК ЖТ in vitro
Морфология, иммунофенотип и способность к диф-

ференцировке
Выделенные ММСК ЖТ имели фибробластоподоб-

ную морфологию и сохраняли ее на протяжении всего 

времени культивирования. Морфология клеток не 

отличалась между группами и не зависела от клиниче-

ской характеристики донора. По результатам проточ-

ной цитофлуометрии, все ММСК ЖТ в значительном 

количестве экспрессировали на своей поверхности 

мезенхимальные маркеры CD73 (>85%), CD90 (>95%) 

и CD105 (>95%) и не экспрессировали или экспресси-

ровали в малом количестве CD14 (<10%), CD19 (<10%), 

CD34 (<5%), CD45 (<1%), CD79 (<10%). ММСК ЖТ 

Рис. 3. Содержание ангиогенных факторов в кондиционированной среде 
ММСК ЖТ.
Примечания: содержание факторов VEGF (А), HGF (Б), PlGF (В), Ang-1 (Г), 
ангиогенина (Д), THBS-1 (Е) и PAI-1 (Ж) определено методом иммунофермент-
ного анализа (ELISA).
Данные приведены в виде медианы (25-ый, 75-ый процентили), р – критерий 
значимости.
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также экспрессировали перицитарные маркеры NG2 

(>99%) и PDGFRB (>80%). При этом доля указанных 

маркеров была одинаковой во всех группах. Под дейст-

вием индукционных сред ММСК ЖТ всех пациентов 

дифференцировались в адипогенном и остеогенном 

направлении (данные не представлены). Эти характе-

ристики соответствуют определению мультипотентных 

мезенхимальных стромальных клеток, предложенному 

Международным обществом клеточной терапии 

(International Society for Cellular Therapy Statement).

Пролиферативная активность
Для оценки влияния патологии на пролифератив-

ную активность ММСК ЖТ, мы использовали при-

жизненный флуоресцентный краситель CFSE, коли-

чество которого в ходе каждого клеточного деления 

уменьшается вдвое. С помощью проточной цитофлуо-

метрии измеряли, какое число клеток соответствует 

определенному количеству делений за 5 дней. Анализ 

данных показал отсутствие статистически значимой 

разницы между разными группами пациентов.

Ангиогенные свойства ММСК ЖТ
Оценка ангиогенной активности суммарных про-

дуктов секреции ММСК ЖТ на модели ангиогенеза 

in vitro показала статистически значимое уменьшение 

длины тубулярных структур, сформированных эндо-

телиальными клетками в присутствие кондициони-

рованной среды ММСК ЖТ пациентов с ИБС без 

СД2 (р=0,03) и ИБС+ СД2 (р=0,017) по сравнению 

с пациентами без ИБС (контрольная группа) (рис. 1).

Однако при анализе экспрессии генов ангиоген-

ных факторов ММСК ЖТ обнаружено увеличение 

содержания мРНК как про-ангиогенных факторов 

(VEGF, HGF, PlGF), так и ингибиторов ангиогенеза 

(PAI-1 и THBS1) в обеих группах больных ИБС по 

сравнению с контрольной группой (рис. 2).

Анализ содержания продуктов этих генов в конди-

ционированной среде ММСК ЖТ, отражающий уро-

вень их секреции клетками, показал статистически 

значимое увеличение концентрации таких ангиогенных 

факторов, как VEGF и HGF в группе ИБС без СД2 

и PlGF и HGF в группе ИБС+СД2 по сравнению 

с уровнем этих факторов в среде клеток, полученных от 

пациентов контрольной группы. Содержание ангиоге-

нина, ангиопоэтина-1 и ингибитора ангиогенеза THBS1 

в кондиционированной среде ММСК ЖТ пациентов 

с ИБС и ИБС+СД2 не отличалось от соответствующих 

показателей в контрольной группе. В то же время было 

обнаружено значительное увеличение содержания 

ингибитора ангиогенеза PAI-1 в кондиционированной 

среде ММСК ЖТ как больных ИБС без СД2, так 

и больных ИБС с сопутствующим СД2 (рис. 3).

При этом в группе больных ИБС были выявлены 

прямые сильные корреляционные зависимости между 

длиной капилляроподобных структур, отражающей 

ангиогенную активность суммарных продуктов секре-

ции ММСК ЖТ, и их концентрацией в кондициониро-

ванной среде: VEGF (r=0,80, p=0,003) и HGF (r=0,69, 

p=0,038) в группе ИБС без СД2 и HGF (r=0,8, p=0,001) 

и ангиогенина (r=0,76, р=0,01) в группе ИБС+СД2. Во 

всех трех группах пациентов наблюдали прямую корре-

ляцию между длиной капилляроподобных структур 

и концентрацией ангиопоэтина-1 в кондиционирован-

ной среде: в контрольной группе (r=0,84, p= 0,036), 

у больных ИБС (r=0,81, n=0,049) и больных ИБС+СД2 

(r=0,7, n=0,028). При анализе объединенной группы 

больных ИБС (ИБС без СД2 и ИБС с СД2) выявили 

прямую корреляционную зависимость между длиной 

капилляроподобных структур и концентрацией следу-

ющих факторов: VEGF (r=0,47, р<0,01), HGF (r=0,55, 

p<0,01) и ангиогенинa (r=0,52, p<0,01).

Обсуждение
Полученные результаты показывают, что парак-

ринная активность ММСК ЖТ, которая обусловливает 

в значительной мере терапевтическую эффективность 

этих клеток, изменена у больных ИБС: ангиогенная 

активность суммарных продуктов секреции ММСК 

ЖТ снижена вдвое по сравнению с этим показателем 

у пациентов без ИБС того же возраста. Однако при 

изучении механизмов этого снижения получены неод-

нозначные результаты. Так, уровень мРНК и содержа-

ние в среде культивирования ММСК ЖТ основных 

стимуляторов ангиогенеза оказались не только не 

сниженными при ИБС, но даже повышенными по 

сравнению с данными, полученными для пациентов 

без ИБС. Возможным объяснением снижения ангио-

генной активности суммарных продуктов секреции 

может быть повышенная продукция ингибиторов 

ангиогенеза — таких, как PAI-1, а также, возможно, 

и других антиангиогенных факторов, которые не были 

исследованы в данной работе (эндостатина и ангио-

статина).

Хорошо известно, что повышение PAI-1 в плазме 

больных связано с увеличением риска развития ИБС 

и сахарного диабета [7]. Концентрация PAI-1 в плазме 

крови коррелирует с выраженностью гипоксии, уров-

нями провоспалительных цитокинов, глюкозы, тригли-

церидов и инсулина [8]. Данные о роли PAI-1 в ангиоге-

незе получены в основном при изучении опухолевого 

ангиогенеза. Оказалось, что в опухолях PAI-1 может 

выступать как стимулятор, так и ингибитор ангиогенеза 

[9]. Роль PAI-1 в компенсаторном ангиогенезе при ише-

мии тканей изучена недостаточно. Согласно недавним 

исследованиям, ингибирование PAI-1 в ишемизирован-

ных мышцах конечности и миокарде эксперименталь-

ных животных ускоряет восстановление их кровоснаб-

жения, стимулирует ангиогенез и повышает продукцию 

в них VEGF и FGF-2, подавляет апоптоз кардиомиоци-

тов [10, 11]. Многие лекарственные препараты, снижаю-

щие синтез PAI-1, например, статины, стимулируют 

ангиогенез [12]. С учетом этих данных и полученных 

нами результатов, мы предполагаем, что снижение 
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ангиогенного потенциала ММСК ЖТ при ИБС может 

быть обусловлено повышенной продукцией PAI-1, а, 

возможно, и других ингибиторов ангиогенеза, которые 

не исследованы в нашей работе (эндо статина, ангиоста-

тина, регуляторных микроРНК в составе микровезикул, 

секретируемых ММСК ЖТ) [13]. Увеличение секреции 

ангиогенных факторов ММСК ЖТ при ИБС может 

быть компенсаторной реакцией на увеличенную про-

дукцию ингибиторов ангиогенеза. Это подтверждается 

сильными корреляционными связями между содержа-

нием ангиогенных факторов в среде культивирования 

ММСК ЖТ и их ангиогенной активностью, измеренной 

в экспериментах с эндотелиальными клетками. Тем не 

менее, эта реакция недостаточна, чтобы компенсиро-

вать эффекты избыточной продукции PAI-1 и, воз-

можно, других ингибиторов ангиогенеза. Однако эта 

гипотеза нуждается в проверке, и изучение влияния 

ингибиторов PAI-1 на ангиогенные свойства ММСК 

ЖТ, а также определение продукции других ингибито-

ров ангиогенеза, являются задачами дальнейших иссле-

дований. Aнгиогенный потенциал ММСК ЖТ может 

быть повышен при их культивировании в условиях 

гипоксии, которая, согласно нашим данным [14], вызы-

вает координированное изменение экспрессии регуля-

торов ангиогенеза: повышение экспрессии стимуляро-

торов ангиогенеза и снижение экспрессии ингибиторов 

ангиогенеза. Кроме того, увеличение ангиогенной 

активности ММСК ЖТ возможно при их генетической 

модификации конструкциями, несущими гены ангио-

генных факторов. Ранее мы показали, что модификация 

ММСК ЖТ аденоассоциированным вирусом, несущим 

ген VEGF, позволяет увеличить продукцию VEGF 

в десятки раз и значительно повысить способность этих 

клеток стимулировать рост сосудов в ишемизированных 

тканях при трансплантации [15]. Не исключена возмож-

ность, что обработка ММСК ЖТ ингибиторами PAI-1 

будет также способствовать повышению их ангиоген-

ных свойств.

Заключение
Таким образом, в данной работе показано, что 

ангиогенная активность суммарных продуктов секре-

ции ММСК ЖТ больных ИБС снижена по сравнению 

с этим показателем у пациентов без ИБС. Наличие 

сопутствующего СД2 не влияет существенно на ангио-

генную активность ММСК ЖТ больных ИБС. Сни-

женная ангиогенная активность ММСК ЖТ не 

обусловлена снижением секреции основных ангиоген-

ных факторов, а может быть связана с повышенной 

продукцией этими клетками PAI-1, который, подавляя 

активность активаторов плазминогена, может оказы-

вать антиангиогенный эффект. Для проверки этой 

гипотезы необходимы дальнейшие исследования. 

Полученные результаты указывают на необходимость 

разработки методов предтрансплантационной подго-

товки ММСК ЖТ пациентов с ИБС, направленных на 

повышение ангиогенного потенциала этих клеток.
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