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В роботі розглянути різни методи отримання мононуклеарної фракції клітин периферийної крові, 
що містить стовбурові клітини, для трансплантації в міокард при ішемічній кардіоміопатії. Показано, 
що найбільш ефективним методом процесінгу лейкаферезної зависі є центрифугування за допомогою 
градієнтів щільності фікол – гістопак. 
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В работе рассмотрены разные методы получения мононуклеарной фракции клеток периферичес-
кой крови, содержащей стволовые клетки, для трансплантации в миокард при ишемической кардио-
миопатии. Показано, что наиболее эффективным методом процессинга лейкаферезной взвеси являет-
ся центрифугирование в градиенте плотности фиколл – гистопак.  
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In the paper different methods of the mononuclear cell fraction of the peripheral blood containing stem 
cells preparation for the transplantation into the myocardium were observed. It was shown the most effective 
method of leucapheresis suspension processing was centrifugation with the ficoll – histopaque density 
gradient. 

Key words: stem cells, intramyocardial implantation, ischemic cardiomyopathy 

На даний час захворюваність і смертність від 
серцево-судинної патології залишається на ви-
сокому рівні. Значну роль у цьому відіграє сер-
цева недостатність. Серцева недостатність може 
розвиватися після перенесеного інфаркту міока-
рда, під впливом хронічної ішемії, або ідіомати-
чних причин що призводить до дилатації по-
рожнин серця, клітинної гіпертрофії і ремоде-
лювання екстрацелюлярного матриксу [1]. Важка 
серцева недостатність є однією з найчастіших 
причин смерті [2]. Основними методами ліку-
вання даної категорії пацієнтів, що існують на 
сьогоднішній день, є: медикаментозна терапія, 
пряма реваскуляризація (аортокоронарне шунту-
вання або ангіопластика зі стентуванням) і 
трансплантація серця. Хірургічні методи ліку-
вання показали свою перевагу в порівнянні з 
ізольованою медикаментозною терапією. Але, 
на жаль, існує велика група пацієнтів, яким з тих 
чи інших причин (дистальна оклюзія, високий 
ризик операції, технічні проблеми) протипока-
зане виконання прямої реваскуляризації. Існує 
ряд невирішених питань щодо донорів та етич-
них моментів, що значно знижує можливість 
вчасно виконати трансплантацію серця [3].  

На сьогоднішній день перспективною є ідея 

регенерації пошкодженого судинного русла ав-
тологічними CD34+ стовбуровими клітинами 
периферійної крові (СКПК) або автологічними 
стовбуровими клітинами кісткового мозку 
(СККМ) [4], які здатні мультилінійно диферен-
ціюватися та самовідновлюватися [5]. 

Практичну зацікавленість світової науки ви-
кликають автологічні CD34+ СКПК, які входять 
до фракції ядровмісних клітин (ЯВК), після по-
передньої стимуляції їх виходу у периферійну 
кров гранулоцитарним колонієстимулюючим 
фактором (Гр-КСФ). Чисельними дослідження-
ми була підтверджена здатність СКПК дифере-
нціюватися у практично будь-які тканини орга-
нізму, у тому числі й у кардіоміоцити [6, 7]. 

Беручі до уваги, що після стимуляції виходу 
стовбурових клітин у периферійну кров, вміст 
СКПК є дуже невеликим (2-4 % від загальної 
кількості лейкоцитів) необхідно знайти ефекти-
вні способи їх виділення.  

Метою нашого дослідження було порівняти 
основні методи процесінгу периферійної крові 
для отримання завісі з ЯВК, що містять стовбу-
рові клітини, для кардіоміопластики, а саме: ви-
ділення шляхом центрифугування на градієнтах 
щільності [8-18], седиментації за допомогою гід-
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роксиетилкрохмалю (ГЕК) [19] та седиментації 
за допомогою гелофузину [20].  

Матеріали і методи. У дослідження було 
включено 15 хворих на ішемічну кардіоміопа-
тію, у яких були отримані автологічні клітинні 
завісі, що містять СКПК, з наступною їх інтра-
міокардіальною імплантацією за допомогою 
навігаційної системи NOGA.XP та катетеру My-
oStar. Пацієнтів було розподілено на три групи 
(n=5 у кожній групі). 

У пацієнтів в усіх групах стимуляція виходу 
стовбурових та прогеніторних клітин з кістково-
го мозку у периферійну кров здійснювалася од-
норазовим призначенням колонієстимулюючо-
го фактору Нейпоген (Філграстім) 48 млн ОД 
підшкірно. Усі пацієнти введення препарату пе-
ренесли задовільно. Оссалгії спостерігалися у 3-
ох пацієнтів з І групи, у 2-ох з ІІ групи та 5-ох з 
ІІІ групи, у двох з яких було відмічено розвиток 
грипоподібної симптоматики.  

Контроль відповіді на стимуляцію лейкопое-
зу здійснювався наступного дня шляхом оцінки 
ступеня підвищення кількості та появи молодих 
форм лейкоцитів у формулі периферійної крові. 

Далі пацієнти підлягли процедурі двократно-
го лейкаферезу за допомогою сепаратора клітин 
крові Fresenius COM.TEC. Середній об’єм отри-
маної лейкаферезної завісі дорівнював 162±3 
мл. 

У І групі клітинну завісь, що містить стовбу-
рові клітини (КЗСК) з лейкаферезної зависі ви-
діляли за допомогою центрифугування на граді-
єнті щільності фікол-гістопак 1.077, у ІІ – седи-
ментацією з ГЕК, у ІІ – седиментацією з гело-
фузином. 

Виділення КЗСК за допомогою градієнту 
щільності здійснювали нашаруванням лейкафе-
резної зависі на фікол з наступним центрифугу-

ванням при 400g на протязі 40 хв. Отриману 
КЗСК з інтерфазного кільця ресуспендували у 
20 мл фосфатного буфера за формулою Дюль-
беко з наступним центрифугуванням при 100g з 
метою видалення фіколу та деплеції тромбоци-
тів. Процедуру повторювали двічі. 

КЗСК з лейкаферезної зависі у ІІ та ІІІ гру-
пах виділяли шляхом додавання до лейкаферез-
ної зависі ГЕК та гелофузину відповідно. Після 
седиментації еритроцитів надосад центрифугу-
вали, отримували осад, який складався з КЗСК. 

Для діагностики якості клітинних транспла-
нтатів (КТ) in vitro застосовувались наступні ме-
тоди: підрахунок кількості лейкоцитів та ерит-
роцитів у камері Горяєва методом світлової мік-
роскопії, визначення відносної кількості ЯВК у 
КЗСК в мазках, забарвлених за методом Рома-
новського – Гімза, підрахунок кількості життє-
здатних клітин за забарвленням трипановим – 
синім концентрацією 0,4 % (Sigma – Aldrich, Ве-
ликобритания). 

Результати та обговорення. В усіх групах 
пацієнтів на наступний день після введення Гр-
КСФ відзначалася значна стимуляція лейкопое-
зу. Середній приріст кількості лейкоцитів у І 
групі був 22х109, у ІІ – 21х109, у ІІІ – 23х109. 

Процесінг лейкаферезної зависі І групи за-
ймав в середньому 1 год 53 хв, ІІ – 1 год 32 хв, 
ІІІ – 52 хв. Кінцевий об’єм КТ в усіх групах 
склав 6±0,3 мл. Макроскопічно КТ у І групі були 
молочного кольору, у ІІ – рожевого, у ІІІ – блідо 
рожевого. Лабораторна діагностика показала, 
що концентрація клітин була максимальною у 
ІІІ групі (табл.). КТ І групи містили мінімальну 
кількість гранулоцитів (5 % від загальної кілько-
сті ЯВК у завісі) та еритроцитів (0.1х109 у мл). 
Життєздатність клітин у КТ усіх груп суттєво не 
відрізнялася і складала 98±0,1 %. 

Таблиця. Порівняльна характеристика клітинних трансплантатів 

Групи 
хворих 

Середня кількість 
ЯВК (млн/ мл) 

Відносна кількість (%) моно-
нуклеарних клітин в 1 мл 

Кількість еритро-
цитів в 1 мл 

Кількість життєзда-
тних клітин (%) 

І 198 95 0.1х109 98 
ІІ 201 72 1.0х109 97 
ІІІ 250 73 0.7х109 98 
 
Отримані нами дані демонструють, що най-

більш селективним методом виділення КЗСК є 
центрифугування за допомогою градієнтів щіль-
ності. КТ І групи, що були отримані за цим мето-
дом, містили найбільшу кількість мононуклеар-
них клітин та найменшу кількість гранулоцитів та 
еритроцитів. Але, цей метод є досить складним у 
виконанні та потребує великий проміжок часу. 

Найбільш швидким методом виділення ЯВК 
є седиментація за допомогою гелофузину. Пе-
ревагами цього методу є швидкість та зручність 
у виконанні, можливість використання цього 
методу для процесінгу первинного анатомічного 
матеріалу малого об’єму з низькою щільністю 
клітин, де суттєвим є отримання максимальної 
кількості ЯВК у КТ. Головним недоліком цього 
способу є те, що КТ містять великий домішок 
гранулоцитів та еритроцитів. 

У ході дослідження було показано, що про-
цесінг лейкаферезної зависі за допомогою ГЕК 
є найменш ефективним способом. 

Також, було показано, що одноразове вве-
дення Гр-КСФ є безпечним для хворих на іше-
мічну кардіоміопатію та достатнє для стимуляції 
лейкопоезу. 

Висновки: Застосування однократного вве-
дення Гр-КСФ хворим на ішемічну кардіоміопа-
тію не викликає суттєвих бічних ефектів та є 
достатнім для стимуляції лейкопоезу. Лейкафе-
рез за допомогою сепаратора клітин крові Fre-
senius COM.TEC є безпечною та ефективною 
процедурою отримання первинного анатоміч-
ного матеріалу (лейкаферезної зависі). Най-
більш ефективним методом процесінгу лейка-
ферезної зависі є центрифугування за допомо-
гою градієнтів щільності фікол – гістопак. 
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Отримання клітинної завісі, що містить стовбу-
рові клітини, з первинного анатомічного матері-
алу шляхом седиментації з гелофузином доціль-
но використовувати при малому об’ємі клітин-
ного трансплантата та низьким вмістом клітин у 
ньому. 

Перспективи подальших досліджень. Для 
розуміння механізмів, що діють, при кардіоміо-
пластиці існує необхідність характеристики ма-
теріалу клітинного трансплантату (фенотипу-
вання за кластерами дифференціювання). Крім 
того, є необхідність в експериментальній переві-
рці ефективності клітинної завісі, що вводиться, 
з використанням різних методів її виготовлення. 
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