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СУЧАСНІ МЕТОДИ СТИМУЛЯЦІЇ АНГІОГЕНЕЗУ У ХВОРИХ
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IN PATIENTS, SUFFERING CRITICAL ISCHEMIA 

OF THE LOWER EXTREMITIES TISSUES
І. А. Кryvoruchko, S.—К. Т. Goni, S.—А. Т. Goni, S. А. Andreyeshchev

Kharkiv National Medical University 

Критична ішемія (КІ) тканин нижніх кінцівок (НК) є

тяжкою формою захворювання периферійних артерій,

пов'язана з високою захворюваністю і смертністю. Пробле�

ма облітеруючих захворювань судин актуальна, щороку їх

діагностують з частотою 500—1000 на 1 млн населення в

Європі і Північній Америці. Поширення хронічної ішемії

тканин НК (ХІНК) становить 3%, у пацієнтів віком старше

50 років — 9 — 10%, старше 60 років — 35 — 50% [1]. Часто�

та виявлення ХІНК постійно збільшується, найближчими

роками становитиме 5 — 7% [2] .Частота ампутації НК з при�

воду захворювань як в Україні, так і в інших країнах? стано�

вить 59%, летальність — 48%. При цьому хвороба у біль�

шості спостережень має прогресуючий перебіг [3]. За КІНК

10 — 30% пацієнтів живуть не більше 6 міс, 25 — 30% з них

показана "висока" ампутація НК [4, 5]. За відсутності лікуван�

ня протягом 1 року 25% хворих вмирають, у 33% — здійсню�

ють ампутацію однієї або обох НК, решта — житимуть; че�

рез 5 років вмирають понад 50% хворих [6]. Крім того, якість

життя хворих за КІНК зіставна з такою у хворих на рак у

термінальних стадіях [7].

Метою лікування КІНК є збільшення дистанції, яку

пацієнт долає до появи болю, загоєння виразок, уникнення

ампутації НК, поліпшення якості життя пацієнта. У те�

перішній час варіанти лікування пацієнтів з приводу КІНК

включають ендоваскулярну та відкриту реваскуляризацію,

непряму реваскуляризацію, ампутацію [5]. Проте, у багатьох

пацієнтів ендоваскулярне або хірургічне лікування немож�

ливе через наявність супутніх захворювань, дистального

ураження судин. Генна терапія і клітинні технології так зва�

ного "терапевтичного ангіогенезу" виникли саме для ліку�

вання таких пацієнтів. Дослідження в галузі терапевтичного

ангіогенезу включають складний процес визначення

відповідних факторів росту, режим їх дозування та введен�

ня. В огляді узагальнені результати існуючих методів тера�

певтичного ангіогенезу, оскільки пошук оптимального

лікування триває. 

Історія дослідження ангіогенезу. Ангіогенез визначають

як процес формування нових кровоносних судин з тих, що

існували раніше. Його історію можна простежити ще з

кінця ХІХ століття. Р. Вірхов, поряд з іншими німецькими

патологами, відзначив високу васкуляризацію пухлин у лю�

дини [8]. У 1939 р. вчені припустили наявність у тканині

пухлини судинних факторів росту після імплантації її у ву�

хо кроля і розвиток нових кровоносних судин. Після

виділення білка, мітогенно активного тільки щодо ендо�

теліальних клітин, N. Ferrara і співавтори назвали його фак�

тором росту ендотелію судин (VEGF) [9]. У 1992 р. під час

вивчення гліобластоми дослідники виявили в найбільш

ішемічних ділянках пухлини найвищий рівень експресії

VEGF [10]. Ця важлива гіпотеза була ключовим поняттям то�

го, що гіпоксія є поштовхом для вивільнення VEGF, який у

подальшому стимулює ангіогенез.

Генна терапія КІНК. Клінічні дослідження результатив�

ності лікування хворих з приводу КІНК включають викори�

стання кількох параметрів оцінки ефективності терапев�

тичного ангіогенезу: регрес ішемічного болю, кісточково—

плечовий індекс (КПІ), поява видимих колатеральних су�

дин за даними ангіографії, збільшення дистанції ходьби до

появи болю, підвищення черезшкірної напруги кисню

(TcPO2), кількісне визначення характеристик кровотоку за

даними магніторезонансної томографії [11, 12].

Фактор росту фібробластів (FGF), фактор росту гепато�

цитів (HGF), ангіопоетин (Ang—1), VEGF та HIF—1 є най�

більш вивченими факторами росту як стимулятори ангіоге�

незу. Ці фактори росту, отримані з використанням кодую�

чого гена, сприяють проліферації ендотеліальних клітин, в

основному орієнтовані на ендотеліальні клітини.

При внутрішньоартеріальному введенні гена у плазміді,

що кодує VEGF, пацієнтам з приводу ішемії правої НК під

час здійснення балонної ангіопластики з використанням

вкритого phVEGF165 балона, що роздували дистальніше

підколінної артерії, через 4 тиж колатеральні судини вияв�

ляли від рівня коліна до кісточки, це підтверджувало гіпоте�

зу про те, що введення митогенів ендотеліальних клітин

стимулює ангіогенез в ішемізованих тканинах НК [11, 13,

14]. Інше дослідження з використанням phVEGF165 прове�

дене у 54 хворих на цукровий діабет з КІНК. Оцінювали ча�

стоту ампутації НК через 100 днів. Незважаючи на те, що

істотного зменшення частоти виконання ампутації не було,

виявлене значуще поліпшення інших показників, зокрема,

КПІ, загоєння виразок [15].

Фактор росту фібробластів—1 (FGF—1) вивчали у

дослідженні ТАЛІСМАН (Tenecteplase Versus Alteplase in

Ischemic Stroke Management). Оцінювали ефективність
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лікування за повним загоєнням щонайменше однієї вираз�

ки на ураженій НК через 25 тиж спостереження. В цілому

здійснені 8 ін'єкцій FGF—1 (16 мг NV1FGF у плазмідах).

Після введення NV1FGF виявлене незначне покращення за�

гоєння виразок у 19,6% хворих, в групі плацебо — у 14,3% (р

= 0,514). Проте, відзначено тенденцію до збільшення трива�

лості життя при використанні NV1FGF [16]. У 2011 р. у

дослідженні TAMARIS (Efficacy and Safety of XRP0038 /

NV1FGF in Critical Limb Ischemia Patients With Skin Lesions),

у фазі 3 рандомізованого клінічного дослідження виявлені

протилежні результати. У 525 пацієнтів з 30 країн вивчали

частоту "високої" ампутації НК або смерті протягом 1 року.

Як і в попередньому дослідженні, пацієнтам проведені 8

внутрішньом'язових ін'єкцій NV1FGF або плацебо в дослід�

жувану НК. Істотні розбіжності в групах щодо частоти ам�

путації НК і смертності не встановлені. Автори не знайшли

доказів того, що FGF—1 ефективний у пацієнтів з КІНК [17].

Фактор росту гепатоцитів (HGF) вивчений в умовах мо�

делі ішемії задньої кінцівки кроля. Відзначене, що HGF сти�

мулював проліферацію та міграцію ендотеліальних клітин

через рецептор с—Met. Встановлене значне поліпшення

формування колатералей та регіонарного кровотоку, а та�

кож зменшення вираженості атрофії м'язів [18]. Ці результа�

ти були більш очевидні при одночасному застосуванні

VEGF, що свідчило про поєднаний ефект двох факторів рос�

ту. У дослідженнях пацієнтам з приводу КІНК вводили HGF

у плазміді для поліпшення перфузії кінцівки (HGF—STAT),

вимірювали TcPO2 як показник покращення тканинної пер�

фузії. Пацієнтам внутрішньом'язово вводили HGF у високій,

середній і низькій дозах. При введенні HGF у високій дозі

показники TcPO2 були більші, ніж в інших групах, проте,

інших відмінностей, зокрема, величини КПІ, зменшення

інтенсивності болю, частоти загоєння виразок не було [19].

Виявлення підвищення рівня VEGF в ішемізованих

ділянках пухлин мультиформної гліобластоми було об�

грунтуванням гіпотези про гіпоксію як потужний тригер

синтезу VEGF. Фактор, індукований гіпоксією—1 (HIF—1),

належить до групи транскрипційних регуляторних білків

— гіпоксія—індукованих факторів [20]. HIF—1 є найбільш

поширеним і найбільш вивченим з цієї групи. Встановлено,

що HIF—1 індукує численні гени, включаючи експресію

VEGF та інших ангіопоетинів [10, 20]. Дослідники вивчають

доцільність орієнтації на експресію активних HIF—1 транс�

генів в ішемізованій тканині як способу терапевтичного

ангіогенезу [10].

Нові фактори росту. Незважаючи на відкриття різних

факторів росту, механізм ангіогенезу в скелетних м'язах

нез'ясований. У дослідженні проліфератор—активованого

рецептора гамма—коактиватор—1 (PGC—1) виявлено, що

його присутність потрібна для повної гіпоксичної індукції

VEGF в клітинах скелетних м'язів. Встановлено, що транс�

генна експресія PGC—1 альфа—4 у скелетних м'язах мишей

індукує ангіогенез in vivo [21]. Цікаво, що PGC—1 повторює

механізми ангіогенезу, подібні таким під час фізичних

вправ. Індуковані кровоносні судини були більш організо�

вані, функціонально повноцінні у порівнянні з неврегульо�

ваною структурою кровоносних судин, стимульованих

VEGF [22]. Це було вивчено у мишей, хворих на цукровий

діабет, і є перспективним відкриттям в галузі генної терапії.

Крім того, встановлено, що норадреналін здатний регулю�

вати ендотеліальні клітини—попередниці (EКП) в ішемізо�

ваній задній кінцівці мишей через різні рецептори, включа�

ючи альфа— адренорецептори та бета—2—адренорецеп�

тори [23].

Хемокіни — це підгрупа цитокінів, що є потужними ре�

гуляторами руху лейкоцитів запальних і гомеостатичних

процесів. Сьогодні відомі понад 50 хемокінів  та 20 рецеп�

торів хемокінів, що були клоновані [24]. Хемокіни, як прави�

ло, зв'язуються з кількома рецепторами, в той час як рецеп�

тори зв'язуються з кількома хемокінами одночасно. Стро�

мально—клітинний фактор —1 (SDF—1) — це хемокін, та�

кож відомий як CXCL12. Він відіграє багатогранну роль у

фізіології людини, включаючи ембріональний розвиток і

гомеостаз органів. SDF—1 є унікальним хемокіном, оскіль�

ки він зв'язується виключно з рецептором CXCR4. SDF—1

має подвійний ефект у васкулогенезі, по—перше, маючи на�

бор CXCR4 ЕКП, по—друге, справляючи прямий ангіоген�

ний вплив на ендотеліальні клітини. При ішемії тромбопо�

етин та інші хемокіни також зумовлюють вивільнення

SDF—1 з тромбоцитів і, таким чином, полегшують реваску�

ляризацію ішемізованих тканин кінцівок шляхом мобілі�

зації гемангіоцитів [25 — 27]. У дослідженнях на тваринах in

vivo та in vitro доведено, що SDF—1 покращує кровоток і

перфузію шляхом мобілізації ЕКП у пацієнтів при  КІНК. Під

час ішемії рівень SDF—1 підвищений, оскільки гіпоксія або

умови апоптозу є потужними стимуляторами індукції екс�

пресії хемокінів. Збільшене виділення SDF—1 в ішемізова�

них м'язах діє як хемоатрактант і сигнал для CXCR4 рецеп�

торів ЕКП. Далі ЕКП активізують процес неоваскуляризації

в ішемізованих тканинах [28 — 30]. При вивченні впливу

SDF—1 на васкулогенез в ішемізованому м'язі задніх

кінцівок мишей відзначене збільшення кількості ЕКП за да�

ними мікроскопічного дослідження після введення SDF—1

у м'язи. Клінічні випробування SDF—1 у пацієнтів при КІНК

тривають, краще розуміння механізмів впливу хемокінів,

особливо SDF—1, має вирішальне значення при досліджен�

нях факторів росту та терапевтичного ангіогенезу.

Клітинна терапія КІНК. Ще два десятиліття тому вважа�

ли, що утворення нових кровоносних судин обмежується

процесом ангіогенезу — утворенням нових кровоносних

судин з судинної мережі, що існувала раніше. Васкулогенез,

з іншого боку, це процес формування кровоносної судини

на місці з ЕКП і судинних клітин—попередниць [31]. На�

прикінці 1990—х років ЕКП або ангіобласти ізолювали з

крові людини. Результати досліджень дозволяють припус�

тити, що ці ЕКП можуть відігравати певну роль у форму�

ванні колатеральних судин в ішемізованих тканинах [32,

33]. Отримання з кісткового мозку клітин—попередниць,

що диференціюються в ендотеліальні клітини, проклало

шлях для клітинної терапії в терапевтичному ангіогенезі.

У відповідь на ішемію отримані з кісткового мозку ЕКП

справляють паракринний ефект на існуючі ендотеліальні

клітини шляхом стимуляції секреції ангіогенних факторів

росту [34].

Відзначене збільшення кількості циркулюючих ЕКП,

мобілізованих до ішемічного міокарда в організмі людини

[35, 36]. ЕКП були виявлені також у капілярах та інтерстицію

артерій і ініціювали васкулогенез. З того часу почалися

дослідження з використання стовбурових клітин як можли�

вого варіанту неоваскуляризації ішемізованих тканин, в то�

му числі у хворих при КІНК.

Дослідження TACT (Therapeutic Angiogenesis by Cell

Transplantation) було першим, в якому оцінено ефектив�

ність аутологічних мононуклеарних клітин кісткового моз�

ку (КМ—МНК). У дослідженні визначали смертність і три�

валість періоду без ампутації НК. Протягом 3 років без ампу�

тації НК жили 60% пацієнтів, показники виживання стано�

вили 80% [34, 37]. Через 2 роки відзначене суттєве поліп�

шення за шкалою болю у НК, розмірами виразок і дис�

танцією ходьби до появи болю. Проте, КПІ і TcPO2 у хворих

значуще не відрізнялись [37]. Дослідники дійшли висновку,

що розвиток кровоносних судин під впливом клітинної те�
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рапії з використанням КМ—МНК сприяв довгостроковому

поліпшенню у пацієнтів за КІНК і збільшенню періоду без

ампутації НК.

Проведене подвійне сліпе, рандомізоване, плацебо—

контрольоване дослідження (START) з вивчення стимуляції

ангіогенезу шляхом підшкірного введення гранулоцитар�

но—макрофагального колонієстимулюючого фактору

(ГМ—КСФ) у 40 пацієнтів при захворюваннях периферій�

них артерій з метою повторити дослідження впливу ГМ—

КСФ на коронарний кровообіг. ГМ—КСФ використовували

для мобілізації КМ—МНК з периферійної крові в тканини—

мішені. На жаль, пілотне дослідження показало, що ГМ—

КСФ, ймовірно, неефективний у пацієнтів за помірної та

тяжкої переміжної кульгавості за всіма аспектами, включа�

ючи КПІ і дистанцію ходьби до появи болю [38].

У дослідженні PROVASA пацієнтам з приводу КІНК

внутрішньоартеріально вводили КМ—МНК (II фаза подвій�

ного сліпого, рандомізованого дослідження). Клітинна те�

рапія сприяла поліпшенню загоєння виразок, площа вираз�

ки зменшувалася з 3,2 до 1,89 см2 (р = 0,0140) у порівнянні з

такою при використанні плацебо — з 2, 92 до 2,8 см2 (р =

0,5) і зменшенню інтенсивності болю — відповідно з (5,2 ±

1,8) до (2,2 ± 1,3) бала (р = 0,009), та з (4,5 ± 2,4) до (3,9 ± 2,6)

бала (р = 0,3) протягом 3 міс [39]. На жаль, у дослідженні не

досягнуто клінічної кінцевої точки, виявлене незначне

збільшення КПІ в групі лікування.

Суперечливі результати ефективності КМ—МНК у

пацієнтів при КІНК відзначені у дослідженні JUVENTAS —

великому рандомізованому, подвійному сліпому, плацебо—

контрольованому дослідженні, проведеному з метою виз�

начення ефективності повторного внутрішньоартеріаль�

ного введення аутологічних КМ—МНК в загальну стегнову

артерію. Критерієм ефективності вважали запобігання ам�

путації або збереження НК. Пацієнти з КІНК рандомізовані

по групах, їм вводили КМ—МНК або плацебо. У дослідженні

не виявлені істотні відмінності в групах щодо основного

результату. Ампутація НК в групі КМ—МНК здійснена у 19%,

в групі плацебо — у 13% пацієнтів. Показники безпеки

(смертність від усіх причин, виникнення злоякісних новоу�

творень, госпіталізація внаслідок інфекції) — достовірно не

різнилися в групах. Якість життя, біль у спокою, КПІ і TcPO2

в групі КМ—МНК були кращі, ніж в групі плацебо, проте,

різниця недостовірна [40, 41].

Клітинна терапія КІНК у хворих на цукровий діабет.
Поєднання цукрового діабету (ЦД) і КІНК спостерігають

досить часто. Показники смертності від КІНК та ЦД мають

негативну тенденцію. У дослідженні [42] вивчено безпеку й

ефективність трансплантації КМ—МНК у 20 хворих на ЦД з

ураженням периферійних артерій. Хворим внутрішньоар�

теріально вводили аутологічні КМ—МНК (100—400 × 106

клітин). Клінічно спостерігали поліпшення стану пацієнтів,

проте, не виявлений позитивний вплив на смертність. До�

ведено значне збільшення кількості судин в ішемізованих

ділянках за даними цифрової субтракційної ангіографії.

Внутрішньом'язове або внутрішньоартеріальне вве%
дення стовбурових клітин. Ідеальний шлях доставки стов�

бурових клітин у хворих при КІНК невідомий. При вив�

ченні ефективності застосування стовбурових клітин вико�

ристовували різні шляхи їх введення. Більшість дослідників

використовували внутрішньоартеріальне або внутрішньо�

м'язове введення, іноді — поєднання обох методів. Основ�

ним принципом внутрішньом'язової ін'єкції в ішемізова�

ний м'яз є формування депо клітин з паракринною ак�

тивністю в цільовій ділянці. При оцінці безпеки й ефектив�

ності цих методів введення КМ—МНК пацієнтам при КІНК

встановлено, що обидва методи безпечні. Використання

КМ—МНК за обох шляхів введення забезпечувало стійке і

значне поліпшення: збільшення дистанції ходьби до появи

болю, КПІ, зменшення інтенсивності ішемічного болю [16,

43].

Таким чином, проведення молекулярних досліджень з

біології та краще розуміння механізму ангіогенезу зумови�

ли розвиток терапевтичного ангіогенезу як життєздатної та

перспективної стратегії лікування хворих з приводу КІНК.

Використання моделей на тваринах для вивчення впливу

факторів росту і терапії на основі клітин забезпечило мож�

ливість проведення клінічних випробувань. Ангіогенні по�

тенціали факторів росту, зокрема, VEGF, HGF, FGF, HIF—1,

хемокінів були оцінені в клінічних випробуваннях, хоча і з

суперечливими результатами. Суперечливі і непереконливі

результати клінічних випробувань мають стати стимулом

для подальшого проведення великих рандомізованих

клінічних досліджень з використанням різних факторів

росту або клітинної терапії. Сьогодні терапевтичний арсе�

нал лікування пацієнтів з приводу КІНК, яким не показана

пряма оперативна реваскуляризація, обмежений.
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