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Основные положения
• Разработаны простейшие тканеинженерные конструкции на основе пластов клеток кардиос-

фер, которые формируют микроокружение, обеспечивающее сохранение жизнеспособности про-
гениторных клеток in vitro и in vivo.

• Сформированные клеточные пласты продуцируют проангиогенные факторы роста, секреция 
которых повышается в условиях гипоксии.

• Трансплантация клеточных пластов на эпикардиальную поверхность сердца после инфаркта 
миокарда способствовала локальному повышению капилляризации зоны повреждения.

КЛЕТОЧНЫЕ ПЛАСТЫ НА ОСНОВЕ КАРДИАЛЬНЫХ ПРОГЕНИТОРНЫХ 
КЛЕТОК ПРОДУЦИРУЮТ ПРОАНГИОГЕННЫЕ ФАКТОРЫ РОСТА 
И ОКАЗЫВАЮТ ЛОКАЛЬНОЕ СТИМУЛИРУЮЩЕЕ ВОЗДЕЙСТВИЕ 

НА ФОРМИРОВАНИЕ КАПИЛЛЯРОВ ПОСЛЕ ИНФАРКТА МИОКАРДА

Актуальность

Использование тканеинженерных конструкций, моделирующих естествен-
ное микроокружение клеток, поддерживающих их жизнеспособность и 
функциональные свойства, является новым перспективным направлением 
лечения заболеваний ишемической природы. Однако механизмы, обеспечи-
вающие эффективность такого вида лечения и условия выбора оптимальной 
популяции прогениторных клеток, остаются малоизученными.

Цель
Исследовать профиль секреции проангиогенных факторов роста клетками 
кардиосфер, формирующими клеточные пласты (КП), и влияние трансплан-
тации конструкции на восстановление капилляров после инфаркта.

Материалы 
и методы

Для создания КП на основе клеток кардиосфер использованы чашки с тер-
мочувствительным покрытием. Характеристику КП выполняли с помощью 
иммунофлуоресцентного окрашивания и коммерческого набора для опреде-
ления проангиогенных факторов Mouse Angiogenesis Antibody Array (R&D, 
США). Оценку ангиогенных свойств клеточного графта in vivo проводили на 
модели инфаркта миокарда у крыс.

Результаты

Обнаружено, что сформированные КП секретируют факторы, участвующие 
в регуляции васкуло- и ангиогенеза. При этом культивирование КП в усло-
виях умеренной гипоксии (3% O2) приводило к повышению секреции про-
ангиогенных факторов VEGF и PIGF, FGF1, FGF2, эндотелина 1, а также 
MMP9, регулирующей уровень VEGF и участвующей в ремоделировании 
внеклеточного матрикса. Трансплантация КП на эпикардиальную поверх-
ность сердца после инфаркта способствует сохранению жизнеспособности 
клеток и локальному повышению васкуляризации зоны повреждения.

Заключение
Использование КП на основе клеток кардиосфер, обладающих проангиоген-
ными свойствами и возможностью поддерживать посттрансплантационную 
выживаемость клеток, может рассматриваться в качестве перспективного 
подхода для разработки новых средств лечения заболеваний сердца.
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Highlights
• Constructing multilayered cell sheet structure resulted in a favorable microenvironment that ensures 

the viability and proliferation of progenitor cells in vitro and in vivo.
• Cardiosphere-derived cell sheets secrete multiple growth factors, and the levels of the proangiogenic 

activity are increasing under hypoxic conditions.
• Cell sheet transplantation on the epicardial surface of the heart after myocardial infarction ensures 

cell viability and local increase in capillarization of the damaged area.

Background

The application of tissue-engineered constructs that simulate the natural 
microenvironment of cells, maintain their viability and functional properties, 
is a new promising route for the treatment of ischemic diseases. However, the 
mechanisms that ensure the effectiveness of this type of treatment and the principles 
of choosing the optimal population of progenitor cells remain poorly understood.

Aim
To study the profile of secretion of proangiogenic growth factors of cardiosphere-
derived cell sheet (CS), and to study the effect of their transplantation on 
postinfarction myocardial vascularization.

Methods

Assembly of cardiosphere-derived cell sheets were performed on thermosensitive 
culture plates. Characterization of cell sheets was performed using 
immunofluorescence staining and a commercial kit for the determination of 
proangiogenic factors “Mouse Angiogenesis Antibody Array”. The evaluation 
of the angiogenic properties of the cell graft in vivo was carried out using a rat 
myocardial infarction model.

Results

It was found that the cardiosphere-derived cell sheet secrete factors involved 
in the regulation of vasculo-/angiogenesis. At the same time, the cultivation of 
cell sheets under hypoxic conditions (3% O2) led to an increase in the secretion 
of proangigenic factors VEGF and PIGF, FGF-1, FGF-2, endothelin-1, as well 
as MMP-9, which is involved in extracellular matrix remodeling. Cell sheet 
transplantation on the epicardial surface of the heart after myocardial infarction 
ensures cell viability and local increase in capillarization of the damaged area.

Conclusion
Thus, the application of cardiosphere-derived cell sheets, which have 
proangiogenic properties and ability to maintain post transplantation cell survival, 
can be considered as a promising approach for the development of new methods 
of therapy for heart diseases.

Keywords Cardiosphere • Cell sheets • Capillarogenesis
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Введение
Ишемическая болезнь сердца и хроническая сер-

дечная недостаточность многие годы служат ведущи-

ми причинами заболеваемости и смертности населе-
ния во всем мире [1]. Около половины пациентов с 
коронарной болезнью нуждаются в эндоваскулярной
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КП – клеточные пласты
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или хирургической реваскуляризации миокарда. 
Однако для ряда больных существуют ограничения 
по использованию этих методов, связанные с диф-
фузным поражением миокарда, патологией ствола 
левой коронарной артерии, многососудистым пора-
жением или наличием сопутствующих заболеваний, 
что существенно повышает риск возникновения ос-
ложнений после вмешательства [2, 3]. В связи с этим 
внимание исследователей привлечено к разработке 
новых подходов, направленных на стимуляцию ва-
скуляризации поврежденного сердца. Клинические 
исследования использования генной терапии на ос-
нове векторов, кодирующих проангиогенные факто-
ры роста, показали ограниченную эффективность и 
невозможность длительного поддержания терапев-
тического эффекта [4, 5]. В связи с этим другой пер-
спективной концепцией стало применение комбина-
ции клеточной терапии и биоинженерных решений 
как способа лечения пациентов с ИБС и сердечной 
недостаточностью нового уровня [6, 7]. К ним от-
носятся 3D-конструкции, созданные на основе ком-
бинации прогениторных клеток и синтетического 
или нативного матрикса-носителя, которые обеспе-
чивают пространственные межклеточные взаимо-
действия, образование градиента биологически ак-
тивных соединений и кислорода [8, 9]. Особый ин-
терес могут представлять конструкции (клеточные 
пласты (КП) по типу cell sheet), состоящие из слоев 
прогениторных клеток и наработанного ими внекле-
точного матрикса [10–12]. Для их создания могут 
быть использованы клетки кардиальных сфероидов 
(кардиосфер), образованные гетерогенной популя-
цией прогениторных клеток миокарда, способные к 
мультипотентной дифференцировке и обладающие 
высокой паракринной активностью [6, 13]. Предпо-
лагается, что применение КП может обеспечить точ-
ное позиционирование трансплантата для локально-
го воздействия на зону ишемии, позволит повысить 
выживаемость клеток, их секреторную активность, 
а также эффективность терапии. 

Цель исследования – оценить профиль секреции 
проангиогенных факторов роста клетками кардиос-
фер, формирующими КП, и исследовать влияние 
трансплантации конструкции на восстановление ка-
пилляров после инфаркта миокарда.

Материалы и методы
Экспериментальные животные
Эксперименты проводили на самцах крыс линии 

Wistar и самцах мышей линии C57BL/6J (исследова-
ние секреции проангиогенных факторов роста), при-
обретенных в питомнике лабораторных животных 
«Пущино» (Пущино, Россия). Животных содержали 
в условиях вивария при свободном доступе к пище и 
воде в соответствии с требованиями ГОСТ. Эвтаназию 
проводили после ингаляционной наркотизации изо-
флюраном (Piramal Healthcare, Индия) методом дисло-

кации шейного отдела позвоночника. Все необходимые 
манипуляции выполняли в соответствии с Директивой 
№ 2010/63/ЕС Европейского парламента и Совета Ев-
ропейского Союза «О защите животных, использую-
щихся для научных целей». Исследование одобрено 
этическим комитетом института экспериментальной 
кардиологии ФГБУ «Национальный медицинский ис-
следовательский центр кардиологии» Министерства 
здравоохранения Российской Федерации.

Получение кардиосфер и формирование кле-
точных пластов 

Для получения кардиосферообразующих клеток 
методом эксплантной культуры и сборки сфероидов 
использовали протокол, описанный ранее [14]. Для 
сборки КП суспензию клеток кардиосфер крысы 
высаживали на культуральные чашки (370 000 кле-
ток /см2 площади поверхности) Nunc™ Dishes with 
UpCell™ Surface (Thermo Scientific, США), имею-
щие термочувствительное покрытие, и культивиро-
вали в течение 72 ч в среде IMDM (Gibco, США), 
дополненной 5% фетальной бычьей сывороткой 
(ATCC, США), 100 ед/мл пенициллина и стрепто-
мицина (Gibco). Для открепления полученных КП 
культуральные чашки помещали на хладагент и ин-
кубировали при комнатной температуре, что приво-
дило к спонтанному откреплению пласта.

Моделирование инфаркта миокарда и транс-
плантация клеток 

Инфаркт миокарда был индуцирован перевязкой 
передней нисходящей коронарной артерии крыс Wistar 
по методу, описанному ранее [15]. Для транспланта-
ции использовали КП, сформированные на основе 
клеток кардиосфер, помеченных флуоресцентным 
красителем CM Dil (Invitrogen, США) в соответствии 
с рекомендациями фирмы-изготовителя реагента. 
Трансплантацию КП проводили в соответствии с про-
токолом, описанным ранее [10, 12]. С помощью низ-
коадгезионной мембраны КП переносили на область 
ишемии, обеспечивая точное позиционирование и со-
хранение исходной адгезионной поверхности, а затем 
тщательно расправляли складки с помощью игольчато-
го пинцета. Для адгезии КП к эпикардиальной поверх-
ности сердца животных содержали на аппарате искус-
ственной вентиляции легких в течение 30 мин, после 
чего проводили послойное ушивание раны. Животным 
контрольной группы выполняли моделирование ИМ 
без трансплантации КП. В каждой экспериментальной 
группе (группа контроля и трансплантации КП) было 
по 12 животных. Эвтаназию животных проводили на 
3-й и 7-й дни после начала эксперимента. 

Оценка секреции проангиогенных факторов 
роста

Для оценки проангиогенных факторов роста ис-
пользовали коммерческий набор Mouse Angiogenesis
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Antibody Array (R&D, США). Перед проведением 
эксперимента сформированные КП, собранные на 
основе клеток мыши, депривировали в бессыворо-
точной среде IMDM (Gibco, США) в течение 12 ч. 
Далее КП промывали, заливали бессывороточную 
среду IMDM и инкубировали в условиях нормок-
сии (21% O2) или гипоксии (3% O2) в течение 48 ч.
Полученные кондиционные среды центрифугиро-
вали (600g 10 мин) и использовали для анализа.

Гистологическая оценка клеточных пластов 
и капилляров в зоне повреждения 

Замороженные криосрезы КП сердец фикси-
ровали 3,7% параформальдегидом (20 мин) и про-
мывали фосфатно-солевым буфером (5 мин). При 
оценке внутриклеточных маркеров дополнительно 
проводили обработку срезов 0,1% раствором Три-
тона X-100 (5 мин). Срезы миокарда блокировали 
раствором, содержащим 1% бычьего сывороточно-
го альбумина, 10% сыворотки донора вторых ан-
тител в фосфатно-солевом буфере (30 мин). После 
этого криосрезы окрашивали антителами к белкам 
внеклеточного матрикса коллаген 1 (Abcam, США), 
коллаген 3 (Abcam), фибронектин (Abcam), коннек-
син 43 (Abcam), маркерам Ki-67 (Abcam), cleaved 
caspase-3 (Cell signaling, США), Pecam (CD31) 
(Becton Dickinson, США) в течение 1 ч, промыва-
ли и окрашивали антителами, конъюгированными 
с AlexaFluor 488, AlexaFluor 594 (Invitrogen, США; 
1 ч при 37 °C). Для оценки локализации сформи-
рованных сосудов проводили иммуногистохими-
ческое окрашивание антителами к Pecam (CD31) и 
реагентами из коммерческого набора ABC Elite kit 
(Vector lab, США). Анализ капилляризации зоны, 
расположенной около КП, проводили путем подсче-
та CD31-позитивных структур без просвета на 6–11 
уровнях (шаг между уровнями 250 мкм). Представ-
лены данные по числу капилляров в поле зрения. 

Микроскопия и анализ изображений 
Клетки и криосрезы миокарда анализировали 

на флуоресцентном микроскопе Zeiss AxioObserver 
A1 (Carl Zeiss, Германия) с программным обеспече-
нием Axiovision 4.8 (Carl Zeiss). 

Статистический анализ 
Данные представлены в формате среднее зна-

чение ± стандартное отклонение. При анализе 
данных использовали U-критерий Манна – Уитни. 
Статистический анализ выполнен с применением 
программного пакета Statistica 8.0 (StatSoft, США).

Результаты
Проведенные исследования показали, что куль-

тивирование клеток кардиосфер на чашках с термо-
чувствительным покрытием обеспечивает сборку 
многослойного КП и его последующее открепление 

с сохранением структуры (рис. 1). Полученные кон-
струкции состояли из 5–6 слоев клеток, формиру-
ющих коннексин 43-содержащие щелевые контак-
ты и окруженных белками внеклеточного матрикса 
(коллаген 1, коллаген 3, фибронектин) (см. рис. 1, 
a–d). Около 5% клеток, преимущественно распо-
ложенных по краю конструкции, экспрессирова-
ли маркер пролиферации Ki-67 (см. рис. 1, e), что 
в совокупности с отсутствием маркеров апоптоза 
(активированная каспаза 3) (см. рис. 1, f) указывало 

Рисунок 1. Характеристика КП, сформированного на осно-
ве клеток кардиосфер, in vitro. Репрезентативные изображе-
ния иммунофлуоресцентного окрашивания срезов КП ан-
тителами к маркерам: фибронектин (A, зеленый), коллаген 
1 (B, красный), коллаген 3 (C, красный), коннексин 43 (D, 
зеленый), Ki-67 (E, зеленый), активированная форма каспа-
зы 3 (F, зеленый); G – график количественной оценки про-
ангиогенных факторов роста, секретируемых клетками КП 
в условиях нормо- и гипоксии; *p<0,05, M±SD, n = 3
Figure 1. Characteristics of cardiosphere-derived cell sheets in 
vitro. Representative images of immunofluorescent staining of 
sections of cell sheets with antibodies to markers: fibronectin 
(A, green), collagen 1 (B, red), collagen 3 (C, red), connexin-43 
(D, green), Ki-67 (E, green), an activated form of caspase 3 (F, 
green); G – graph of quantitative assessment of proangiogenic 
growth factors secreted by CS cells under conditions of normoxia 
and hypoxia; *p<0.05, M±SD, n = 3
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на сохранение жизнеспособности клеток в составе 
клеточной конструкции. Диаметр сформированной 
тканеинженерной конструкции составлял 1,37±0,26 
см (M±SD, n = 5). Средняя толщина – 98±8 мкм 
(M±SD, n = 7).

Обнаружено, что сформированные КП секрети-
руют факторы, участвующие в регуляции васкуло- 
ангиогенеза (см. рис. 1, g). При этом культивиро-
вание КП в условиях умеренной гипоксии (3% O2) 
приводило к повышению секреции проангиогенно-

го фактора роста эндотелия сосудов (VEGF), пла-
центарного фактора роста (PIGF), факторов роста 
фибробластов 1, 2 (FGF1, FGF2), эндотелина 1, а 
также матричной металлопротеиназы 9 (MMP9), 
участвующей в ремоделировании внеклеточного 
матрикса.

Для проверки проангиогенной активности КП 
выполнена трансплантация конструкции на эпикар-
диальную поверхность сердца после эксперимен-
тального инфаркта миокарда у крысы. Исследова-
ние криосрезов сердец на 7-й день после трансплан-
тации показало, что клеточный графт плотно приле-
жит к поверхности сердца (рис. 2). На 7-й день экс-
перимента положение конструкции сохранялось, 
наблюдались признаки перераспределения клеток 
и их миграции в направлении нижележащих слоев 
сердечной стенки. Показано, что клетки в составе 
КП сохраняют жизнеспособность и способны к де-
лению (рис. 2, a, b). Обнаружено, что число про-
лиферирующих клеток (CM-DIL+ Ki-67+-клеток) 
составляло 18±12 в поле зрения (M±SD, n = 12), 
при этом в составе клеточного графта выявлены 
единичные CM-DIL+-клетки, содержащие маркер 
апоптоза – активированную каспазу 3, что указы-
вает на низкий уровень апоптоза в трансплантате 
при способности к пролиферации. Сохранение 
миграционной активности клеток, способности к 
пролиферации и низкий уровень апоптоза после 
трансплантации КП из клеток кардиосфер, вероят-
но, были обусловлены васкуляризацией клеточного 
графта. В составе КП обнаруживались сосудистые 
структуры, экспрессирующие маркер CD31 (см. 
рис. 2, b). При этом сформированные капилляры не 
коэкспрессировали два маркера CM Dil и CD31, что 
косвенно указывает на прорастание эндогенных со-
судов в клеточный графт, вероятно, за счет секре-
ции клетками пласта ангиогенных факторов. 

Морфометрические исследования показали, что 
интенсивное формирование сосудистых структур 
происходит не только в составе клеточного граф-
та, но и зонах, расположенных в непосредственной 
близости от места трансплантации. После транс-
плантации КП плотность сосудов была в 3 раза 
выше в нижележащих слоях сердечной стенки, 
расположенных в непосредственной близости от 
клеточного графта, в сравнении с сердцами живот-
ных контрольной группы (см. рис. 2, d). При этом 
достоверных различий по содержанию сосудов в 
удаленных периинфарктных областях у животных 
обеих групп не выявлено, что указывает на локаль-
ное специфическое воздействие трансплантата. 

Обсуждение
Сохранение выживаемости и возможность инте-

грации трансплантированных клеток являются наи-
более важными факторами, обеспечивающими эф-
фективность клеточной терапии [16]. В большинстве

Рисунок 2. Характеристика КП, сформированных на основе 
клеток кардиосфер, после трансплантации на эпикардиаль-
ную поверхность сердца крысы после экспериментального 
инфаркта. A – репрезентативные изображения окрашивания 
криосрезов сердца крысы (после трансплантации КП) ан-
тителами к маркеру Ki-67 (зеленый); клетки КП помечены 
красным флуоресцентным красителем CM Dil, стрелки ука-
зывают на Ki-67+-клетки в составе КП. B – репрезентатив-
ные изображения окрашивания криосрезов сердца крысы 
(после трансплантации КП) антителами к активированной 
каспазе 3 (зеленый); клетки КП помечены красным флу-
оресцентным красителем CM Dil, стрелки указывают на 
Ki-67+-клетки в составе КП. С – репрезентативные изобра-
жения окрашивания криосрезов сердца (контроль (слева), 
сердце после трансплантации КП (справа)) антителами к 
эндотелиальному маркеру CD31 (коричневый). D – график 
количественной оценки числа капилляров в области транс-
плантации КП и контрольных сердцах на 7-й день после мо-
делирования инфаркта миокарда у крысы
Figure 2. Characteristics of cardiosphere-derived cell sheets 
after transplantation onto epicardial surface of the infarcted rat 
heart. A – Representative images of staining of cryosections of 
the rat heart (after CS transplantation) with antibodies to the 
Ki67 marker (green). The cells of the cell sheet are labeled with 
the red fluorescent dye CM Dil. Arrows indicate Ki67+ cells 
within the CS. B – Representative images of staining of rat heart 
cryosections (after CS transplantation) with antibodies to cleaved 
caspase 3 (green). The cells of the cell sheet are labeled with the 
red fluorescent dye CM Dil. Arrows indicate Ki67+ cells in the 
CP. C – Representative images of the staining of cryosections of 
the heart (control (left), heart after transplantation of CS (right)) 
with antibodies to the endothelial marker CD31 (brown). D – 
graph of the quantitative assessment of the number of capillaries 
in the area of CS transplantation and control hearts on day 7 after 
modeling myocardial infarction in a rat
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исследований доставка клеток в миокард осущест-
влена с помощью интрамиокардиальных или ин-
тракоронарных инъекций, которые обеспечивают 
низкий уровень посттрансплантационной выживае-
мости и снижение терапевтической активности кле-
ток вследствие отсутствия специфического микро-
окружения, контролирующего их функции [17, 18]. 
Область инфаркта характеризуется низким содер-
жанием кислорода, содержит высокий уровень фак-
торов воспаления, измененное соотношение ком-
понентов внеклеточного матрикса и увеличенные 
показатели жесткости, что нарушает жизнеспособ-
ность трансплантированных клеток и приводит к 
их гибели в течение первых нескольких дней после 
трансплантации [19, 20]. В связи с этим возникает 
необходимость в создании «платформы», способ-
ной длительно поддерживать жизнеспособность, 
фенотипические и функциональные характеристи-
ки клеток. Относительно простым и доступным 
решением может служить их трансплантация в со-
ставе простейших тканеинженерных конструкций 
в виде КП (по типу cell sheet). В период сборки КП 
формируется трехмерное микроокружение, нара-
батываются белки внеклеточного матрикса, раз-
виваются межклеточные контакты, воссоздаются 
принципы метаболического и секреторного регу-
лирования. Это способствует специализированно-
му перераспределению клеток разных типов и под-
держанию их жизнеспособности как в условиях in 
vitro, так и in vivo. 

Заключение
Обнаружено, что сформированные КП проду-

цируют широкий спектр факторов, участвующих 
в ангиогенезе и, что немаловажно, их продукция 
существенно возрастает при гипоксии, т. е. в усло-
виях, имитирующих микроокружение после транс-
плантации. Это можно объяснить стабилизацией 
в условиях гипоксии фактора, индуцируемого ги-
поксией, – HIF (hypoxia-induced factor), который 
способен активировать транскрипцию генов-ми-
шеней, среди которых VEGF, PIGF, ангиопоэтин 1 

(ANGPT1), ANGPT2, фактор 1 стромального про-
исхождения (SDF1) и фактор роста тромбоцитов 
B (PDGFB) [21–24]. Вероятно, создание градиента 
проангиогенных факторов роста после трансплан-
тации КП может служить стимулом для активации 
сохраненных эндотелиальных клеток и мобилиза-
ции гетерогенной популяции ангиогенных проге-
ниторных клеток, что обеспечивает ремоделирова-
ние и сборку сосудов в зоне повреждения [25–28]. 

Отдельный вклад в этот процесс могут вносить 
экзосомы, высвобождаемые клетками кардиосфер. 
В ранее проведенных исследованиях E. Marbán и 
соавт. введение экзосом в миокард мышей с инфар-
ктом усиливало васкуляризацию зоны поврежде-
ния, увеличивало долю жизнеспособного миокарда, 
подавляло воспаление, способствовало пролифера-
ции кардиомиоцитов и восстановлению функции 
сердца [29]. Все это делает КП на основе клеток 
кардиосфер, секретирующие ростовые факторы и 
внеклеточные везикулы, крайне привлекательным 
«инструментом» создания новых методов лечения 
заболеваний сердца [29–31]. С учетом данных о 
том, что для образования КП могут быть исполь-
зованы клетки из постмортального сердца [32, 33], 
сохраняющие регенеративные свойства после 
трансплантации, открываются перспективы соз-
дания аллогенных биомедицинских клеточных 
продуктов.
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