Резюме. Стволовые/прогениторные клетки, рассматриваемые как альтернативный способ терапии сердечной недостаточности, способствуют регенерации поврежденного миокарда при инфаркте миокарда. Эффективность клеточной терапии зависит от популяционного состава и функциональной активности клеточного трансплантата, а функциональная активность клеточного трансплантата, в свою очередь, зависит от условий микроокружения. Культивирование стволовых/прогениторных клеток с эритропоэтином стимулирует пролиферативный потенциал, устойчивость к гипоксии in vitro, а также стимулированию ангиогенеза in vivo. Проведено исследование влияния кратковременной инкубации костномозговых мононуклеаров (КМ-МНК) больных ишемической болезнью сердца (ИБС) с эритропоэтином на фенотип, клеточный цикл, апоптоз и пролиферативный потенциал. КМ-МНК выделяли из аспирата костного мозга больных ИБС на градиенте плотности, инкубировали в течение 60 минут с эритропоэтином (33,4 МЕ/мл). Методом проточной цитофлуорометрии показано, что в пуле КМ-МНК выявлены эндотелиальные прогениторные клетки, находящиеся на разных стадиях созревания и дифференцировки, мезенхимные стволовые клетки суммарное количеств, которых не превышает 30% от общего пула КМ-МНК. Кратковременная инкубация КМ-МНК с эритропоэтином снижает экспрессию «хоуминг рецептора» CD184 на CD34+ клетках и увеличивает экспрессию CD184 на CD31+ клетках в пуле КМ-МНК (p < 0,05). Кроме этого, показано, что эритропоэтин задерживает CD34+ клетки в фазе покоя (G0G1), уменьшает долю клеток в фазе синтеза (S) и митоза (G2/M) (p < 0,05) и не влияет на апоптоз по данным Annexin V-FITC Apoptosis Detection Kit. Эритропоэтин не оказывал существенного влияние на экспрессию КМ-МНК молекул, вовлеченных в обеспечение адгезии, таких как CD18, CD29, CD44, CD49a, CD54, CD62E, CD146 и CD202b. МТТ-методом показано, что кратковременная преинкубация КМ-МНК с эритропоэтином способствовало существенному снижению пролиферативной активности КМ-МНК (p < 0,05), но отмечена тенденция повышения резистентности предобработанных эритропоэтином КМ-МНК к окислительному стрессу, индуцированным перекисью водорода. Выявлена сопряженность эндотелиальных прогениторных клеток, находящихся на разных стадиях созревания и дифференцировки, с количеством гемопоэтических стволовых клеток в общем пуле КМ-МНК. На количество CD34+/CD133+, CD34-/CD31+, CD45+/EpoR+ и CD34+/EpoR+ в пуле КМ-МНК влияет возраст больных. Таким образом, кратковременная инкубация КМ-МНК с эритропоэтином способствует задержке клеток в фазе покоя клеточного цикла, что, в свою очередь, способствует снижению пролиферативного потенциала КМ-МНК.
Resume. Stem/progenitor cells, considered as an alternative method of heart failure therapy, promote regeneration of damaged myocardium in myocardial infarction. The effectiveness of cell therapy depends on the population composition and functional activity of the cell graft, and the functional activity of the cell graft, in turn, depends on the conditions of microenvironment. Cultivation of stem/progenitor cells with erythropoietin stimulates proliferative potential, resistance to hypoxia in vitro, and stimulation of angiogenesis in vivo. The effect of short-term incubation of bone marrow mononuclear cells (BM-MNCs) in patients with coronary heart disease (CHD) with erythropoietin on phenotype, cell cycle, apoptosis and proliferative potential was studied. BM-MNCs was isolated from bone marrow aspirate from patients with CHD on a density gradient, incubated for 60 minutes with erythropoietin (33.4 IU/ml). By the method of flowcytometry it was shown that endothelial progenitor cells at different stages of maturation and differentiation, mesenchymal stem cells are present, and the total number of which does not exceed 30% of the total pool of BM-MNCs. Short-term incubation of BM-MNCs with erythropoietin reduces CD184 "homing receptor" expression on CD34+ cells and increases CD184 expression on CD31+ cells in the BM-MNCs pool (p < 0.05). In addition, erythropoietin has been shown to delay CD34+ cells in the resting phase (G0G1), reduce the proportion of cells in the synthesis phase (S) and mitosis (G2/M) (p < 0.05), and does not affect apoptosis according to Annexin V-FITC Apoptosis Detection Kit. Erythropoietin had no significant effect on the expression on BM-MNCs surface molecules involved in providing adhesion, such as CD18, CD29, CD44, CD49a, CD54, CD62E, CD146, and CD202b. MTT-method showed that short-term preincubation of BM-MNCs with erythropoietin contributed to a significant decrease in the proliferative activity of BM-MNCs (p < 0.05), but there was a tendency towards the increase resistance of pretreated with erythropoietin BM-MNCs to oxidative stress induced by hydrogen peroxide. The correlation of the number of endothelial progenitor cells at different stages of maturation and differentiation with the number of hematopoietic stem cells in the total pool of BM-MNCs was revealed. The number of CD34+/CD133+, CD34-/CD31+, CD45+/EpoR+ and CD34+/EpoR+ in the BM-MNCs pool are dependences from the age of patients. Thus, short-term incubation of BM-MNCs with erythropoietin promotes cell retention in the resting phase of the cell cycle, which in turn helps to reduce the proliferative potential of BM-MNCs.
