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рии вводили мезенхимальные стволовые клетки (в разных кон-
центрациях), либо эквивалентное количество питательной сре-
ды (контроль – фальш-операция), после чего рану вновь послой-
но ушивали. Для оценки электрической стабильности миокарда
(ЭСМ), крыс с постинфарктным кардиосклерозом, наркотизиро-
вали и вскрывали грудную клетку в области сердца.

Определение ЭСМ осуществляли по измерению порога фиб-
рилляции желудочков (ПФЖ), за который принимали минималь-
ную силу тока (µА), необходимую для возникновения фибрил-
ляции желудочков (Belichard et al., 1994). С этой целью стенку
правого желудочка раздражали прямоугольным импульсом тока
длительностью 2 мс, наносимым в "уязвимую" фазу сердечного
цикла через биполярный электрод с помощью модифицирован-
ного кардиостимулятора ЭС-50-1 (Россия). Появление фибрил-
ляции желудочков регистрировали на ЭКГ во втором грудном
отведении (V2) с помощью усилителя биологических потенциа-
лов УПФ-03, персонального компьютера и пакета прикладных
программ.

Через 2,5 месяца сердце извлекали, морфометрическими ме-
тодами измеряли площадь образовавшегося рубца, после чего
материал фиксировали в 10% растворе формалина на фосфат-
ном буфере и проводили гистологические исследования с окрас-
кой по Ван-Гизону и Маллори (Волкова, Елецкий, 1982).

Мезенхимальные стволовые клетки выделяли из костного
мозга, как было описано в главе 2, с обработкой 5-азацитидином
на 3-и сутки по методу S. Makino с соавт. (1999). В результате

Рис. 3.18. Культура клеток костного мозга мышей линии СВА на 14-е сутки исследования:
а – световая (окраска азур II-эозином, ув. 900х), б – люминисцентная микроско-
пия (с использованием моноклональных антител против α-актина, ув. 1000х)

а б



127

3.4. Кардиомиопластика острого инфаркта миокарда с помощью МСК...

Рис. 3.19. 14-суточная культура мононуклеаров костного мозга крысы в системе культиви-
рования in vitro по А.Я. Фриденштейну, К.С. Лалыкиной (1973) с модификациями.
Образования кардиомиоцитов не происходит. Кроме моноцитов, лимфоцитов и
гемопоэтических клеток в культуре ткани не было обнаружено. Окраска азур II-
эозином, ув. 900х

этого доля клеток с миогенной дифференцировкой возрастала с
23,1 до 35,7% (рис. 3.18). Клетки вводили в разных концентра-
циях и разные сроки после коронароокклюзии путем инъекций
вокруг зоны инфаркта в объеме 0,2 мл с помощью инсулинового
шприца или внутривенно (рис. 3.21).

Выделение мононуклеаров костного мозга осуществляли из
бедренной кости. С помощью шприцов и игл диаметром 0,9 мм
материал гомогенизировали на однородную суспензию, пропус-
кали через металлическую сеточку (диаметр ячеек 100 мкм) и
собирали в пластиковую центрифужную пробирку. Центрифу-
гировали в течение 15–20 мин при 2000 об./мин на центрифуге
ОПН-3 ("Россия"). Надосадочную жидкость удаляли и заменяли
3–5 мл среды RPMI-1640 с 1% бычьим сывороточным альбуми-
ном (БСА) ("Sigma"). Суспензию клеток наслаивали на раствор
фиколл-гипак ("Pharmacia") с плотностью 1,077 г/см3 и центри-
фугировали 20 мин при 2000 об./мин. Образовавшееся кольцо
осторожно собирали с помощью пипетки Пастера и переносили
в новую центрифужную пробирку со средой с 1% БСА и два раза
путем центрифугирования (2000 об./мин – 20 мин) отмывали
от градиента плотности. После чего определяли жизнеспособ-
ность мононуклеаров в камере Горяева с помощью окраски три-
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Рис. 3.20. 7-дневная культура мононуклеаров костного мозга мыши линии СВА в полувязкой
среде для выявления их гемопоэтических потенций. На микрофотографии пред-
ставлена колония эритромиелоидного типа. Окраска азур II-эозином, ув. 200х

пановым синим и подсчитывали клеточность (Гольдберг и др.,
1992). Часть материала использовали для трансплантации. Дру-
гую исследовали на способность формировать кроветворные ко-
лонии, для чего использовали метод культивирования в 0,9%
метилцеллюлозе, содержащей 80% среды DI-MEM, 20% ЭТС,
250 мг/л L-глюамина, 100 ЕД/мл пенициллина, 100 мкг/мл
стрептомицина, 1 ЕД/мл эритропоэтина, 2 нг/мл ГМ-КСФ, 40
мкг/мл гепесбуфера (все реактивы от "Sigma"). Клетки культи-
вировали при 5% СО2, 100% влажности, 37 оС в течение 7–14
суток.

Материал фиксировали в парах формалина и окрашивали

Рис. 3.21. Вутрисердечная (а) и внутривенная (б) инъекция МСК мышам линии C57Bl/6 после
коронароокклюзии

а б
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                                          1                         2                             3

Рис. 3.22. Сердце здоровой крысы (породы Вистер) (1) и через 2,5 месяца после коронаро-
окклюзии без (2) и с введением МСК (3)

азур II-эозином или проводили цитохимическую реакцию на ще-
лочную фосфатазу, перкосидазу, кислую фосфатазу, гемоглобин
(Гольдберг и др., 1992).

Кроме того, из сердечной ткани готовили препараты для элек-
тронной микроскопии путем фиксации в 2% растворе глютаро-
вого альдегида до окраски осмием, уранилацетатом, заключения
в аралдит и приготовления срезов по общепринятой методике
(Уикли, 1975) или проводили стандартные гистологические ис-
следования ткани миокарда по Ван-Гизону и окраску гематокси-
лин-эозином.

 В результате проведенных исследований было установлено,
что при моделировании острого инфаркта миокарда на фоне вве-
дения МСК, но не мононуклеров костного мозга, выживаемость
животных составила 100%, тогда как без трансплантации ство-
ловых клеток этот показатель составил 77,3% (Pt<0,05).

При этом не происходило развития гипертрофии миокарда и
развития сердечной недостаточности, а площадь рубца умень-
шалась на 31–44% (рис. 3.22).

Следует подчеркнуть, что эффективная доза МСК составила
(0,3–0,6)х106 мезенхимальных стволовых клеток на 11-е сутки
после коронарооклюзии (рис. 3.25). По результатам электрон-
но-микроскопических, гистологических, функциональных и мор-
фометрических исследований установлено, что оптимальный
срок для трансплантации МСК лежит между 7 и 18-ми сутками
после коронарооккулзии. Ранее в миокарде преобладают некро-
тические процессы, вызывающие гибель клеток. Позднее – фор-
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Рис. 3.24. Площадь рубца в зависимости от сроков введения МСК (0,3х10 6) и мононуклеа-
ров костного мозга ((5х10 6), 12-е сутки) на 3, 7, 12 и 18-е сутки после коронаро-
окклюзии (* – P<0,05). Крысы породы Вистер
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Рис. 3.23. Порог фибрилляции миокарда крыс породы Вистер после коронарооклюзии и вве-
дения МСК (* – Pu <0,05 по сравнению с интактными животными, ** – Pu <0,05
по сравнению с контролем, введением 5х10 6 мононуклеаров костного мозга)

   0

   5

 10

ПФ, µ А **
19,3±1,1

15

20

12,4±0,5

7,0±0,5

16,0±1,9
**

мируются стойкие рубцовые изменения. Мононуклеары костно-
го мозга такой способностью не обладали (рис. 3.23–3.26). Они
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Рис. 3.25. Площадь рубца в миокарде мышей линии после введения МСК на 11-е сутки пос-
ле коронароокклюзии (* – P<0,05)
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Рис. 3.26. Электронная микроскопия ткани миокарда после коронароокклюзии и трансплан-
тации в ткань сердца мононуклеарных клеток костного мозга. На микрофотогра-
фии представлен активно фагоцитирующий макрофаг. Ув. 7200х

стимулировали процесс появления в поврежденном миокарде
макрофагов, активно фагоцитирующих клеточные обломки и ан-
гиогенез (рис. 3.26, 3.27, табл. 3.2).

Если мононуклеары костного мозга содержали достаточное
число кроветворных колониеобразующих единиц (КОЕк), то ад-

5
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Рис. 3.27. Электронная микроскопия ткани миокарда после коронароокклюзии и трансплан-
тации в ткань сердца мононуклеарных клеток костного мозга. На микрофотогра-
фии представлен новообразованный капилляр. Ув. 5800х
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гезирующие клетки 14-суточной культуры, напротив, практичес-
ки были лишены гемопоэтических клеток-предшественников. С
другой стороны, для мононуклеаров костного мозга статистичес-
ки значимых значений по отношению к КОЕф также выявлено
не было, т.е. они не содержали МСК (табл. 3.3).

В результате трансплантации МСК подопытным животным

Примечание: * – Pt<0,05 по сравнению с опытной группой.

Таблица 3.2

Влияние коронароокклюзии и введения МСК или мононуклеаров
костного мозга на количество микрососудов в миокарде крыс породы Вистар

на 24-е сутки опыта (X±n, Pt)

Здоровые животные После коронаро- После коронаро- После коронаро-
окклюзии (опытная окклюзии и окклюзии и

группа) введения МСК введения МКМ

100% 41,3±3,3% 75,8±4,1%* 55,9±1,7%*
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на 11-е сутки после коронароокклюзии в ткани регенерирующе-
го миокарда наблюдались деления КМЦ (рис. 3.28).

Внутривенное введение в наших опытах как МСК, так и мо-
нонуклеаров костного мозга, не выявило каких-либо достовер-
ных позитивных изменений со стороны ткани миокарда и его
функциональных свойств после коронароокклюзии в опытах как
на мышах, так и на крысах

 Таким образом, представленные данные свидетельствуют о
том, что костномозговые мезенхимальные клетки, но не моно-
нуклеары данного органа, способны в условиях моделирования
острого инфаркта миокарда и кардиосклероза восстанавливать
функцию поврежденного миокарда, способствовать инволюции

Таблица 3.3

Количество кроветворных и фибробластоподобных
колониеобразующих единиц (КОЕк, КОЕф), выявляемых  in vitro  инкубации

мононуклеаров костного мозга или 14-суточной культуры адгезирующих клеток
костного мозга мышей линии CBA (X±n, Pt)

Количество вводимых                         КОКк, х10 4                       КОЕф, х10 5

клеток,х 10 5/мл Моно- Адгезирующие Моно- Адгезирующие
нуклеары клетки нуклеары клетки

0,1 12,1±1,6* 0 0 5,5±1,1**

0,5 34,3±2,9* 0,3±0,1 2,1±1,1 21,3±3,3**

Примечание: * – Pt <0,05 для КОЕк, ** – Pt <0,05 для КОЕф.

Рис. 3.28. Делящийся кардиомиоцит в периинфарктной зоне инфаркта на фоне введения
МСК, после коронароокклюзии. Электронная микроскопия, ув. 5800х
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рубцовой ткани и препятствовать развитию гипертрофии мио-
карда. Мононуклеары костного мозга стимулируют воспали-
тельные реакции в поврежденном миокарде и процессы ангиоге-
неза.

3.5. ГИПОТЕЗА ОБ УЧАСТИИ МСК В РАЗВИТИИ
АТЕРОСКЛЕРОЗА

Атеросклеротическая бляшка представляет собой морфоло-
гический субстрат данного заболевания. Согласно современным
представлениям, в ее формировании важную роль играют как
нарушения липидного обмена, так и изменения со стороны сосу-
дистой системы. Следует отметить, что высокое содержание хо-
лестерина в крови отсутствует у 50% лиц, страдающих атероск-
лерозом (Шутов, 1966). Тем не менее, зоны так называемой ли-
пидной инфильтрации интимы сосудов могут являться предвес-
тниками возникновения бляшки. Именно в этих участках про-
исходит миграция моноцитов в липидные полоски, где они транс-
формируются сначала в макрофаги, имеющие рецепторы к ЛПН,
а затем – в пенистые клетки. Считается, что пенистые клетки
способны выделять биоактивные субстанции, которые вызыва-
ют хоминг гладкомышечных клеток из глубоких участков сосу-
дов. Хотя при этом нельзя исключить и того, что СГМК могут
происходить из мезенхимальных стволовых клеток, которые так-
же способны входить в состав стенок сосудов или мигрировать
из крови, особенно на фоне воздействия экстремальных факто-
ров и стресса. В любом случае возникновение агрегатов гладко-
мышечных клеток приводит к формированию небольших выпя-
чиваний эпителия в просвет сосудов. Дальнейшая эволюция
бляшки осуществляется за счет появления в них фибробластов,
секретирующих коллаген и эластических волокон (рис. 3.29). Об-
разование объемных структур на стенках сосудов приводит к
изменениям ламинарного потока крови, который становится тур-
булентным. Возникновение при этом завихрений сопровождает-
ся агрегацией эритроцитов и возникновением тромбов. По сво-
ей сути агрегацию клеток красной крови можно расценивать как
начальный этап локального тромбоза и кровоизлияние. Сгустки
крови, как хорошо известно, способны к формообразованию с
образованием эктопических очагов костеобразования – остеои-
дов (Меерзон, 1968; Миронов и др., 1997).

Как происходит процесс насыщения поверхностного слоя
бляшки солями кальция и фосфора – остается не совсем понят-
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ным. Хорошо известен тот факт, что при формировании атерос-
клеротической бляшки на заключительном этапе ее развития в
ее составе определяются кальций и фосфор. Химический состав,
приводимый различными авторами, не позволяет сделать окон-
чательный вывод, к какому классу биологических КФ они отно-
сятся. Это принципиальный вопрос, так как ответ на него позво-
лит определить, к какой гистогенетической линии относятся
клетки, входящие в состав бляшки, и на основании полученных
данных определить патогенез всего процесса.

В связи с этим мы провели эксперименты, в которых иссле-
довали состав минеральной составляющей кальцифицированных
атеросклеротических бляшек, полученных из аорты во время
проведения паталогоанатомического вскрытия. Средний возраст
умерших лиц составлял 60–70 лет. Материал был взят преиму-
щественно у мужчин.

 Индивидуальные атеросклеротические бляшки помещали в
фарфоровые тигли и подвергали термической обработке в му-
фельной печи при 800 оС до полного удаления органических
включений. После чего материал измельчали до получения од-
нородного порошка. Его состав анализировали с помощью рент-
геновского рефрактометра "ДРОН-3М". Условия проведения
съемки: использовали катод "Cu", при напряжении 35 кВ и силе

Рис. 3.29. Атеросклеротическая бляшка. "Мягкая" атеросклеротическая бляшка в начале про-
цесса дестабилизации. Фиброзная капсула еще не подверглась воспалению и не
подточена ферментами (по А.П. Андрееву, 2000)
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Рис. 3.30. Спектр минерального состава атеросклеротической бляшки, выделенной из аор-
ты И., 76 лет. Данный спектр характерен для высококристаллического гидрокси-
лапатита
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Рис. 3.31.  Сравнительный спектр тестируемого образца с эталонами ASTM: Ф-апатит – фто-
рапатит; Г-апатит – гидроксилапатит и карбоксиапатит. Хорошо видно, что иссле-
дуемая ткань соответствует гидроксилапатиту

Образец

Ф-апатит
(15–876
ASTM)

Г-апатит
(9–432)

Карбокси-
апатит

(35–180)                     d=8,566 12theta (Cukp)=10,33

тока 25 mA, τ= 1 с., скорости съемки 2 о/мин, чувствительнос-
ти 1х103. Данные обрабатывали с помощью программы "Origin
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Pro 7.0". Сравнение рентгенограмм осуществляли по стандартам
ASTM.

В результате проведенных исследований было установлено,
что основным компонентом атеросклеротических бляшек был
высококристаллический гидроксилапатит (98,3±1,2) (рис. 3.30,
3.31).

Он не является ни фторапатитом, ни карбонатной формой
гидроксилапатита, на что указывают данные сравнительного
анализа тестируемого материала и вышеупомянутых соединений.
Гидроксилапатит в организме встречается преимущественно в
костной ткани. Иногда он выявляется в зонах эктопического ко-
стеобразования, возникающих, например, при травмах, опера-
циях в области гематом (Корж, 1963; Миронов и др., 1997). Эти
данные позволяют предположить, что при атеросклерозе в бляш-
ку попадают МСК и под действием специфического микроокру-
жения начинают дифференцироваться в остеоидную ткань.

Ранее нами при изучении поведения кальциофосфатных (КФ)
биоматериалов для нужд травматологии и ортопедии была выс-
казана гипотеза о так называемой опосредованной остеоиндук-
ции (Shahov et al., 2000). В соответствии с выдвинутым предпо-
ложением, феномен эктопического образования остеогенной тка-

Рис. 3.32. Микрофотография препарата гидороксилапатитовой керамики (диаметр пор 200–
300 мкм) на 40-е сутки после имплантации костного мозга мышей линии СВА.
Нативный препарат. На поверхности в виде овального объекта представлена не-
зрелая остеоидная ткань. Ув. 20х
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ни на КФ поверхностях при имплантации их в мягкие ткани пред-
ставляет собой опосредованный механизм. Сами по себе КФ не
обладают прямыми остеоиндуктивными свойствами. В частно-
сти, при введении под кожу лабораторных животных КФ адсор-
бируют протеины, ростовые факторы и цитокины, а также взаи-
модействуют с макрофагами, лимфоцитами, создавая специфи-
ческое микроокружение для прикрепления МСК, находящихся
в окружающей ткани. В результате происходит их рекрутирова-
ние в направлении остеогенеза со стимуляцией процессов про-
лиферации и дифференцировки, образованием костной ткани
(рис. 3.32).

Следует подчеркнуть, что данный феномен проявляется не
на всех КФ материалах, а только при соблюдении определенных
условий, часть из которых мы уже отметили. Более детальную
информацию по данной проблеме можно найти в нашей моно-
графии, вышедшей в 2001 г. (Карлов, Шахов, 2001).

Следует отметить, что если в атеросклеротической бляшке
образуются высококристаллические частицы гидроксилапатита,
то такой процесс становится необратим, т.к. константа раство-
рения данной формы кальциофосфатов в биологических жидко-
стях, к каковым относится и кровь, практически равна нулю
(LeGeros, 1981).

Для проверки предположения о том, что МСК способны фор-
мировать на атеросклеротической бляшке остеоид, мы провели
серию экспериментов и тестировали фрагменты аорты, получен-
ные после вскрытия у больных с атеросклерозом. Использовали
неповрежденные и поврежденные участки аорты, которые очи-
щали от прилегающих тканей от одного и того же больного. Вы-
резали небольшие квадраты со сторонами около 0,7х0,9 см.

Костный мозг получали из бедренной кости самцов мышей
линии С57Bl/6 путем вымывания средой D-MEM с 5% ЭТС
("Sigma") с помощью шприца. На внутренней поверхности учас-
тка аорты формировали из костного мозга небольшой агрегат
(рис. 3.33) и имплантировали под кожу другой партии мышей
той же линии (рис. 3.34).

Через 1–1,5 месяца после имплантации животных забивали,
осторожно извлекали исследуемые участки аорты, проводили
морфометрию площади образовавшегося из костного мозга оча-
га в опытной (поврежденной атеросклерозом, бляшками) и кон-
трольной (неповрежденной атеросклерозом) группах (рис. 3.35).
Из результатов исследований, представленных в табл. 3.4, вид-
но, что на участках с явными признаками атеросклероза процесс
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Рис. 3.34. Момент введения костного мозга мыши линии С57Bl/6, расположенного на
атеросклеротической "бляшке" фрагмента аорты, под кожу рецепиента

Рис. 3.33. Фрагменты аорты на одном из которых нанесен фрагмент костного мозга мыши
линии С57Bl/6 перед имплантацией

эктопического костеобразования идет более интенсивно и пре-
вышает таковой у контрольной группы в 2,3 раза.
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Рис. 3.35. На рисунке виден фрагмент аорты (с признаками атеросклероза) на котором в
виде бугристой поверхности выросла эктопическая остеоидная ткань из костного
мозга мыши линии С57Bl/6 на 30-е сутки после имплантации

Часть материала подвергали гистологическому исследованию
после декальцификации с окраской гематоксилином по стандарт-
ной методике. В результате исследований было обнаружено, что
на поверхности атеросклеротической бляшки формируется не-
зрелая остеоидная ткань (рис. 3.36).

Образование костной ткани в меньшей степени на "неповреж-
денном" участке аорты может быть вызвано тем, что и эта тер-
ритория была поражена атеросклеротическим процессом, кото-
рый морфологически пока еще никак не проявлялся.

Интересно, что высококристаллические микрочастицы гид-

Примечание: * – значения между площадью образовавшегося эктопического очага на участках орты с ате-
росклерозом и без него, равным Pu <0,05.

Таблица  3.4

Площадь исходного костного мозга и эктопического очага (S), образовавшегося
из костного мозга мышей линии С57Bl/6  очага в опытной (участок

атеросклеротической бляшки) и контрольной (без морфологических признаков
атеросклероза)  группах, на поверхности фрагментов аорты на 30-е сутки

исследований (X±m)

№/№ Группа животных S костного мозга (мм2) S эктопического очага (мм2)
до введения

1 Опыт 8,1±0,3 28,5±1,1*

2 Контроль 8,1±0,3 12,3±2,5*
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Рис. 3.36. Гистологический препарат образования незрелой остеоидной ткани, выросшей из
костного мозга мыши линии С57Bl/6 на поверхности участка аорты, пораженной
атеросклеротической бляшкой на 30-е сутки исследования. Окраска гематоксили-
ном, ув. 400х

роскилапатита при помещении их в среды, имитирующие состав
биологических жидкостей, приводят к развитию процесса эндо-
генной кристаллизации с ростом частиц и образованием круп-
ных кристаллов и агрегатов кальциофосфатов (Карлов, Шахов,
2001) (рис. 3.37).

Таким образом, представленные данные достаточно убеди-
тельно свидетельствуют о том, что кальциофосфаты на поверх-
ности атеросклеротической бляшки, возможно, на вовлеченной

Рис. 3.37. Кристаллы гидроксилапатита помещены в солевую среду, имитирующую состав
плазмы крови до (а) и после (б) 5-суточной инкубации при 37 оС. Ув. 40х

а б
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в этот процесс поврежденной стенке аорты, могут взаимодейство-
вать с мезенхимальными стволовыми клетками и включать про-
цесс эктопического костеобразования. Очевидно, что этот про-
цесс осуществляется за счет процессов опосредованной остео-
индукции (Шахов и др., 1999). Однако мы не знаем, в какой мо-
мент своего развития атеросклеротическая бляшка становится
привлекательной для циркулирующих МСК. Может быть, имен-
но из-за того, что данная категория родоначальных клеток спо-
собна осаждаться на атеросклеротической бляшке, существует
своеобразный запрет на выход МСК из костного мозга в кровь,
т.к. в обычных условиях они в ней не обнаружены. Если это так,
то тогда все манипуляции со стволовыми клетками, вводимыми
в сосудистое русло или появляющимися там в результате моби-
лизирующих агентов, например, типа КСФ, чрезвычайно опас-
ны для пациентов с атеросклерозом. Получив тактическую вы-
году, можно позднее принять стратегический патологический
удар в виде генерализации и усиления данного заболевания.

Процесс остеоидных превращений в склеротической бляшке
позволяет во многом объяснить, почему у мужчин атеросклероз
развивается раньше и часто бывает интенсивней по сравнению
с женщинами. Хорошо известен тот факт, что эстрогены снижа-
ют содержание кальция в крови, тогда как тестостерон, напро-
тив, повышает. Поэтому женщины чаще болеют остеопорозом,
чем мужчины. Как показывают наши исследования, кальций не-
обходим не только для построения костей, но и бляшек. Учиты-
вая это, возможно, имеется необходимость пересмотра тактики
лечения атеросклероза, по крайней мере, у мужчин, с помощью,
например, комплексонов или гормональных препаратов нового
поколения.
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Конец XX века ознаменовался, по мнению журнала Science
(1999), тремя принципиальными открытиями в области биоло-
гии и медицины:
1. Расшифровка двойной спирали ДНК.
2. Определение генома человека.
3. Открытие ЭСК человека и животных.

Из эпохи классической медицины, наивысшим достижением
которой в области кардиологии явилась пересадка сердца и даже
сердечно-легочных комплексов, в результате последнего откры-
тия мы плавно перешли в эру регенераторной биомедицины.
Чрезвычайная пластичность стволовых клеток, их способность
к дифференцировке в разнообразные клеточные линии и к дли-
тельному самовоспроизводству сулит в ближайшем будущем
огромные перспективы. В кардиологии пока еще делаются пер-
вые шаги в этом направлении. Они ограничиваются единичны-
ми попытками реконструкции поврежденного миокарда и сосу-
дов с помощью стволовых клеток. Следующим этапом, очевид-
но, станет построение органоидов и структурно-функциональных
единиц, которые уже сами по себе являются сложными микро-
системами, способными анализировать ситуацию и выполнять
простейшие операции, требующие принятия правильных реше-
ний. В какой-то мере этим критериям соответствуют выявлен-
ные нами мезенхимальные островки. В конечном счете, эволю-
ция регенераторной и клеточной медицины подразумевает пол-
ную реконструкцию не только клапанов, желудочков, аорты, во-
дителей ритма, элементов проводящей системы, но и всего серд-
ца, а также таких органов, как почки, печень, легкие, нервная
ткань и т.д. Наиболее вероятно, что новые системы будут ком-
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бинированы с биоинженерными конструкциями и интеллекту-
альными материалами, содержащими микрочипы, в том числе и
биологические. В качестве практического примера можно при-
вести создание принципиальной модели биосистем, идеологом
которых является директор НИИ медицинских материалов и
имплантантов с памятью формы г. Томск, профессор В.Э. Гюн-
тер, разрабатывающий на протяжении многих лет чрезвычайно
интересный, на наш взгляд, материал – никелид титана. Нами
совместно с сотрудниками НИИ онкологии ТНЦ СО РАМН были
проведены эксперименты, в которых в качестве своеобразного
инкубатора для МСК использовали пористый никелид титана.
Никелид титана представляет собой уникальный материал, ко-
торый благодаря гистерезису способен изменять свои пластичес-
кие свойства и обладает памятью формы. Эти особенности лег-

Рис. 4.1. Культура клеток костного мозга мышей линии СВА на пористом никелиде титана:
а – макропрепарат, б и в – микропрепараты (отдельные поры с МСК), 10-е сутки
культивирования с мезенхимальными клетками в порах, ув. 200х

а

вб
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ли в основу разработки многочисленных медицинских изделий,
успешно применяемых как у нас в стране, так и за рубежом (Гюн-
тер и др., 1992, 1998). Оказалось, что МСК достаточно хорошо
могут быть встроены в пористую структуру никелида титана при
культивировании и формировать биомиметические системы (рис.
4.1).

Теоретически такие объемные структуры могут найти самые
разнообразные клинические применения: например, при плас-
тике стенок миокарда, сосудов при аневризме, при протезирова-
нии аорты и т.п.

Следует подчеркнуть, что мы стоим только в начале этого
сложного пути. Именно сейчас выдвигаются новые гипотезы,
разрабатываются оригинальные технологии и идет накопление
огромного фактического материала. Однако мы еще не достигли
критической массы знаний даже для решения такого узкого воп-
роса, как лечение острого инфаркта миокарда. Требуется прове-
дение фундаментальных работ в этом направлении кардиологии.
Пока мы можем говорить лишь об основных направлениях, тен-
денциях, проверять в эксперименте и на практике первые резуль-
таты исследований.

Как мы уже говорили во введении, перед началом выполне-
ния данной работы мы хотели для себя понять, почему в одних
случаях трансплантация МСК является достаточно успешной
процедурой, а в других – нет. Для этого мы решили для себя оп-
ределить:
– Какое количество МСК, способных к кардиомиогенной и ан-

гиогенной дифференцировке, содержится в используемом
материале?

– Как увеличить число МСК с нужными (кардиомиогенными,
ангиоиогенными) свойствами?

– В какие сроки трансплантация МСК является наиболее оп-
тимальной при лечении острого инфаркта миокарда?

– Сколько МСК следует вводить для проведения клеточной те-
рапии?

– Какой использовать способ доставки МСК в поврежденный
миокард, чтобы получить выраженный терапевтический эф-
фект?
Анализируя полученные данные, мы установили, что исполь-

зование клеток костного мозга при лечении острого инфаркта
миокарда может стать обычной рутинной процедурой, если про-
водить ее правильно и своевременно. В любом случае клеточная
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терапия способна существенно улучшить качество жизни паци-
ента, остановить или, по крайней мере, замедлить развитие кар-
диосклероза, гипертрофии сердца и СН.

Достаточно условно клеточную терапию острого инфаркта
миокарда можно подразделить на два основных патогенетичес-
ких метода, в зависимости от того, какие клетки используют при
ее проведении:
1. Специфическую, с использованием аутологичных МСК кост-

ного мозга (возможно, и жировой ткани), при дефекте кост-
ного мозга.

2. Неспецифическую, с применением аутологичных мононукле-
аров костного мозга.
В первом случае используют культуру перепрограммирован-

ных мезенхимальных клеток костного мозга с усилением в них
способности к образованию кардиомиоцитов и сосудистых кле-
ток, которые при попадании в миокард способны к пролифера-
ции и делению с образованием специализированных кардиомио-
цитов и сосудистых клеток, а также, вероятно, продуцированию
многочисленных ростовых факторов и цитокинов, обеспечиваю-
щих процессы репаративной регенерации. Своевременная транс-
плантация МСК приводит к уменьшению рубца, улучшению со-
кратимости и электрофизиологических свойств миокарда, улуч-
шению его оксигенации, снижению гипертрофии сердца.

Во втором случае вводят мононуклеары костного мозга, в ко-
торых доля МСК минимальная, а потому они не восстанавлива-
ют миокард. Однако они способны стимулировать процесс обра-
зования новых сосудов, тем самым улучшая оксигенацию мио-
карда (стимуляция ангиогенеза, усиление продукции цитокинов,
ростовых факторов, усиление воспалительного процесса). Уст-
ранения рубцовой ткани не происходит.

Теоретически оба подхода можно проводить в комбинации,
ожидая развития эффекта потенцирования. Например, первона-
чально больному вводят мононуклеары костного мозга с целью
увеличения числа сосудов и подготовки необходимого микроок-
ружения для последующей трансплантации МСК. Возможны и
другие варианты. Однако все это требует глубокого и детально-
го изучения.

 Другим важным выводом оказалось то, что в организме су-
ществует строго определенная константная скорость развития
склеротических изменений в миокарде, развивающихся, по-ви-
димому, по каскадоподобному механизму и с практически не из-
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меняющимся вектором развития. После стадии воспаления,
стресса, адаптации и деадаптации, в силу того, что в миокарде
практически нет МСК или других элементов, способных образо-
вывать кардиомиоциты, начинают активироваться процессы
стромогенеза с образованием рубца. Для того, чтобы переклю-
чить процессы кардиосклероза на путь формирования нового
миокарда, МСК следует вводить в строго определенный период
времени. Если трансплантацию осуществлять сразу после ост-
рого инфаркта, то воспаление, ишемия, гипоксия в поврежден-
ном миокарде в сочетании с выбросом протеолитических фер-
ментов и других факторов приведут к тому, что основная часть
МСК погибнет или покинет сердце. В более поздние сроки, ког-
да необратимо активируются процессы фибриллогенеза, стволо-
вые клетки не могут попасть в периинфарктную зону, встроить-
ся в существующие ниши для стоволовых клеток (их уже заня-
ли предшественники фибробластов) и заместить, насколько это
возможно, рубцовую ткань. Более того, благодаря своей плас-
тичности и под действием, например, ФРФ они легко могут транс-
формироваться в стромальные или гладкомышечные клетки, уси-
лив тем самым развитие кардиосклероза. Оказалось, что в опы-
тах над животными оптимальные сроки трансплантации МСК ле-
жат между 6–7 и 14–18-ми сутками. Более раннее или, напро-
тив, позднее введение МСК животным с острым инфарктом ми-
окарда малоэффективно.

Другой, не менее важный теоретический вопрос связан с тем,
какое количество клеток требуется ввести в сердечную ткань.
Согласно литературным данным, при введении фетальных кар-
диомиоцитов в поврежденный миокард существует определен-
ный количественный предел, после которого их эффект не воз-
растает (Потапов и др., 2001). Так, после пересадки изогенных
новорожденных КМЦ в криоповрежденный крысиный миокард
через 18 часов погибало до 45% трансплантируемых клеток. Пул
оставшихся клеток в динамике нарастал довольно медленно, если
вводилось 3–10 млн клеток, а при пересадке 10–25 млн КМЦ их
количество далее не увеличивалось (Zhang et al., 1999). Соглас-
но литературным данным, только около 10–20% МСК костного
мозга способны спонтанно трансформироваться в мышечные
клетки (Makino et al., 1999). Под действием разнообразных диф-
ференцировочных факторов можно увеличить эту величину
втрое.

В наших опытах мы использовали 5-азацитидин в сочетании
с другими факторами. Оказалось, что если к индукции МСК в
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Рис. 4.2. Возможные пути введения стволовых клеток в поврежденную сердечную ткань при
остром инфаркте миокарда

миоциты в контрольной группе оказались способны 14,7±2,3%,
то после обработки дифференцирующими факторами этот пока-
затель достоверно возрастал до 33,9±3,1%.

Далее, при инъекциях перепрограммированных МСК в пери-
инфарктную зону в различных дозах было установлено, что наи-
более эффективное число этих клеток составляет около (1–10)
х104 на мм3 миокарда.

Не менее актуальным вопросом является выбор оптимально-
го пути введения МСК. Возможные пути доставки МСК к сер-
дечной ткани представлены на рис. 4.2.

В наших опытах было обнаружено, что внутривенное введе-
ние прогениторных клеток практически не влияет на процесс
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развития кардиосклероза после коронароокклюзии, а также не
предотвращает развития гипертрофии миокарда и снижения его
функциональных свойств. Мы использовали только клетки, ме-
ченные 3Н-тимидином. Оказалось, что при внутривенной транс-
фузии МСК их количество не превышало такового в других мы-
шечных тканях (бедро) и составляло около 1–2%, тогда как внут-
рисердечное введение повышало этот показатель (через сутки
после инъекции) до 33–35%. На основании этих данных можно
сделать вывод о том, что адресное внутрисердечное введение
является наиболее оптимальным методом доставки МСК в мио-
кард, что согласуется с данными других авторов. Анализ лите-
ратурных данных указывает на то, что региональное введение
МСК через коронарные артерии может занимать промежуточ-
ное значение между первым (внутривенным) и вторым (внутри-
сердечным) методами. Однако таких исследований мы не прово-
дили.

На наш взгляд, наиболее целесообразно не подвергать паци-
ента дополнительной хирургической травме, которая происхо-
дит при операциях на открытом сердце, а вводить МСК в сердеч-
ную ткань с помощью разнообразных экстракорпоральных сис-
тем. Этого взгляда придерживаются многие кардиологи. Учиты-
вая это, мы совместно с медицинской промышленной компани-
ей "Электропульс" (г. Томск) разработали на базе существую-
щей системы для электрофизиологических исследований серд-
ца и абляции (рис. 4.3) оригинальный аппаратный комплекс, по-
зволяющий не только картировать миокард, выявлять зоны по-
вреждения, но и доставлять МСК непосредственно в поврежден-
ную ткань. Системы “Элкарт” и “Элкарт-Навигатор” хорошо себя
зарекомендовали и прекрасно известны кардиологам. Это обсто-
ятельство позволяет надеяться на скорое применение данной
системы для доставки МСК в поврежденное сердце и быстрое
овладение этой методикой специалистами.

Несмотря на многочисленные достаточно оптимистические
настроения (основанные на результатах лабораторных исследо-
ваний), которые имеются у кардиологов, успехи в области прак-
тического применения данных клеточных технологий на прак-
тике пока еще очень скромные. Как правило, СК вводятся на фоне
других воздействий – стентирования, баллонной ангиографии,
коронарошунтирования и т.п. Поэтому неясно, какая манипу-
ляция вносит основной вклад в улучшение состояния миокарда
при инфаркте. Аргументы, выдвигаемые на уровне того, что боль-
ной не умер, явных осложнений после операции не выявлено, а
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Рис. 4.3. Аппаратная часть (а) и непосредственный катетер (б) для доставки МСК в повреж-
денный миокард через бедренную артерию

а

б
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его самочувствие вроде бы даже улучшилось, в большинстве слу-
чаев носит субъективный, а не доказательный характер.

Та скорость, с которой клеточные технологии с использова-
нием стволовых клеток внедряются в клиническую практику,
вносит озабоченность у серьезных исследователей и кардиохи-
рургов. Часто они не обоснованы патогенетически, проводятся
специалистами, поверхностно знающими принципы регенератор-
ной медицины, без учета индивидуальных особенностей организ-
ма и знания развития возможных негативных последствий про-
водимых манипуляций. Осложнения могут возникнуть, если с
клетками будут работать непрофессионалы: например, плохо от-
мыв от среды, сыворотки криопротектора, ее загрязнение мик-
роорганизмами может вызвать не только развитие воспалитель-
ных, но и аллергических реакций, вплоть до анафилактического
шока.

Почему-то, несмотря на все достижения в химии, биотехно-
логии и клеточно-молекулярной биологии, сроки внедрения ле-
карственных препаратов в практику от момента возникновения
идеи или концепции до практического внедрения в среднем со-
ставляют 7–10 лет.

Другим более близким примером является развитие транс-
плантации гемопоэтических стволовых клеток больным с забо-
леваниями крови (Румянцев, Масчян, 2003). Стандартной обще-
клинической методикой она стала только спустя 30 лет после
первых попыток ее использования G. Mathe et al. (1971) и E.
Thomas et al. (1975), за что последний получил Нобелевскую
премию в 1990 г.

Стволовые клетки можно рассматривать как своеобразный
биопрепарат, открытие которого для нужд кардиологии произош-
ло только в 1999 г. Длительность наблюдений в эксперименте,
как правило, не превышает одного года. Это чрезвычайно мало
для выявления отдаленных негативных реакций. Мы не знаем,
что произойдет в организме больного через 3 года и более после
введения СК.

Очевидно, это понимает большинство серьезных исследова-
телей, о чем свидетельствует тот факт, что общее число клини-
ческих использований СК для лечения инфаркта миокарда не
превышает в настоящее время 200–300 случаев.

Обобщая имеющуюся информацию, можно сделать следую-
щие выводы.
– Использование МСК для клеточной терапии острого инфарк-

та миокарда не является панацей, с помощью которой можно
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превратить всю фиброзную ткань в мышечную и полностью
устранить рубец.

– Существуют строгие показания и противопоказания для про-
ведения клеточной терапии.

– Трансплантация МСК в оптимальные сроки способствует
увеличению количества кардиомиоцитов и числа вновь обра-
зуемых сосудов в пораженной сердечной ткани.

– Инволюция рубца происходит только при своевременном,
адресном и строго определенном количестве вводимых МСК.

– Использование мононуклеаров костного мозга сопровожда-
ется усилением ангиогенеза, оксигенации миокарда без за-
мещения рубцовой ткани. Образование новых кардиомиоци-
тов не происходит.
Еще раз хочется подчеркнуть, что для всестороннего анали-

за использования СК в кардиологии требуется обработка инфор-
мации от тысяч больных, наблюдение которых следует проводить
в течение многих лет. Возможно, для интенсификации этого про-
цесса следует, по аналогии с другими разделами медицины, со-
здать единый национальный регистр использования СК в карди-
ологии под патронажем крупных медицинских центров. Именно
с помощью национального регистра можно достаточно быстро
собрать и проанализировать информацию о применении клеточ-
ных и критических технологий при лечении сердечно-сосудис-
тых заболеваний. Участники данного проекта будут не только
обмениваться своими достижениями и технологиями, но и опе-
ративно получать всю необходимую информацию от других уч-
реждений и сравнивать свои результаты со средними показате-
лями по данному методу лечения.

Регистр позволит специалистам не стоять на месте, а посто-
янно развиваться, улучшать качество лечения на протяжении
длительного периода времени, даже тогда, когда схлынет волна
ажиотажного интереса к стволовым клеткам и начнется рутин-
ная работа.

Именно такой подход, принятый во всех передовых странах
мира, позволит российским кардиологам оставаться на самых
передовых позициях и наиболее эффективно внедрять свои дос-
тижения в практику.
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СПИСОК СОКРАЩЕНИЙ

АКТГ – адренокотропный гормон
БСА – бычий сывороточный альбумин
ГА – гидроксилапатит
ГИМ – гемопоэзиндуцирующее микроокружение
ГРПАП – гамма-рецептор-2 пероксисомного активатора

пролиферации
ГСК – гемопоэтические стволовые клетки
КОЕф – колониеобразующие единицы фибробластов
МБК – морфогенетические белки кости
МПСК – мультипотентные стволовые клетки
ИЛ – интерлейкины
ИМ – инфаркт миокарда
ИБС – ишемическая болезнь сердца
ИАП-1 – ингибитор активатора плазминогена первого типа
ИПФР – инсулиноподобный фактор роста
ИФ – интерферон
КМЦ – кардиомиоциты
КПМА – каскадоподобный механизм адаптации
КСФ – колониестимулирующий фактор (Г – гранулоцитар-

ный, ГМ – гранулоцито-макрофалаьный КСФ)
КФ – кальциофосфат
ЛЖ – левый желудочек
ЛИФ – лейкемиеингибирующий фактор
ЛПН – лактопротеины низкой плотности
ЛЦМ – легкая цепь миозина
МАПК – митоген-активируемая протеинкиназа
МО – мезенхимальные островки
МУФ – миогенез-усиливающий фактор
ОИМ – острый инфаркт миокарда
ОКС – острый коронарный спазм
ОСФТ – основной связывающий фактор транскрипции
ПЦР – полимеразная цепная реакция
ПФЖ – порог фибрилляции желудочков
РР – рианодиновый рецептор
РЭС – ретикулоэндотелиальная система
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СГМК – сосудистые гладкомышечные клетки
СВК – стромально-васкулярные клетки
ССЗ – сердечно-сосудистые заболевания
СИМ – стромальное индуцирующее микроокружение
СМ – стромальное микроокружение
СН – сердечная недостаточность
СЭФР – сосудистый эндотелиальный фактор роста
ТАП – тканевой активатор плазминогена
ТЦМ – тяжелая цепь миозина
ТФР – трансформирующий фактор роста
ФНО – фактор некроза опухоли
ФРВТ – фактор роста, высвобождаемый тромбоцитами
ФРФ – фактор роста фибробластов
ФСК – фактор стволовых клеток
ФфВ – фактор фон Виллебранда
ЦК – центральная клетка
ШФ – щелочная фосфатаза
ЭК – эмбриональные клетки
ЭПФР – эпителиальный фактор роста
ЭСК – эмбриональные стволовые клетки
ЭТ – эмбриоидные тела, тельца
ЭТС – эмбриональная телячья сыворотка
ЭЦМ – экстрацеллюлярный матрикс
ЭСМ – электрическая стабильность миокарда
ЯТФ – ядерный Т-фактор
Cbfa-1 – основной связывающий фактор A1
PPAR-γ2 – пероксисомный активизированный рецептор

пролифератор γ2
C/EBP-α/B – фактор, связывающий протеин α/B
NFAT-p  – ядерный Т-фактор активации
MEF-2C – миоцит-специфический связывающий фактор-2C
BTEB-2  – основной транскрипторный регулираторный

элемент, связывающий белок
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SUMMARY

V.P. Shakhov, C.V. Popov

STEM CELLS AND CARDIOMYOPLASTY
IN NORM AND PATHOLOGY

The authors of the monograph overview and
generalize up-to-date information on morpholog-
ic-functional properties of stem cells, which are
able to be differentiated into cardiomyocytes and
cells of endothelium, participating in develop-
ment of heart and its reparation after damage.
Basing on many-year studies and literature data
the authors consider fundamental mechanisms
of committing of embryonic and mesenchymal
stem cells as well as the issues of their contri-
bution to reparation of heart tissue. The obtained
results allow to define both the main criteria for
carrying-out effective cell therapy of severe
myocardial infarction and main prescriptions,
possible complications and contraindications for
its application.

The book is useful for patho-physiologist,
surgeons, bio-engineers, bio-technologists, stu-
dents and post-graduates as well as for special-
ists working in the field of cell and critical tech-
nologies and regenerative medicine.
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