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История использования терапевтического ангиогенеза для лечения ишемических заболеваний насчитывает уже более 15 лет. 
За время, прошедшее с момента первых работ, накоплено достаточное количество исследований, которые, зачастую отвечая 
на ранее поставленные вопросы, становились источниками новых задач, решение которых было необходимо для дальнейшего 
развития. В целях стимуляции ангиогенеза широкое распространение получили методы с применением факторов роста (VEGF, 
bFGF, ангиопоэтина-1 и др.), вводимых в пораженные ишемией ткани. При этом существует и ряд задач, касающихся повышения 
эффективности терапевтического ангиогенеза. В последние годы появилось много публикаций с описанием новых способов 
доставки, внедряются комбинированные подходы к ангиогенной терапии, разрабатываются животные модели ишемических 
заболеваний для применения в доклинических испытаниях. В настоящем обзоре проводится анализ результатов наиболее важных 
экспериментальных и клинических исследований по терапевтическому ангиогенезу. Кроме того, приводятся наиболее клинически 
значимые работы, предлагающие различные пути решения проблем, имеющихся в настоящее время.
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Therapeutic angiogenesis has been in use for treatment of ischemic diseases for about 15 years. During this period of successes and failures 
this field has accumulated a significant amount of published and ongoing surveys giving insights and raising new questions and problems. One 
of the most utilized methods for therapeutic angiogenesis suggests introduction of angiogenic growth factors (VEGF, bFGF, angiopoietin-1 
etc.) into ischemic tissues. Still, there is a whole range of problems regarding the efficacy of therapeutic angiogenesis. These can be potentially 
circumvented by use of new delivery methods, development of combined approaches and use of more relevant pre-clinical animal models. 
Present review gives a brief analysis of crucial achievements and issues that has been recently raised in experimental and clinical studies 
focusing on therapeutic angiogenesis. Final part brings some possible directions for development that can give an opportunity to circumvent 
current obstacles and provide further development.
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Сердечно-сосудистые заболевания (ССЗ) представляют собой 
глобальные медицинские и экономические проблемы. По дан-
ным Всемирной организации здравоохранения, ССЗ, обуслов-
ленные нарушением кровообращения тканей и органов вследс-
твие стенозирующего поражения сосудов, такие как ишеми-
ческая болезнь сердца, ишемический инсульт и ишемические 
заболевания нижних конечностей, в том числе обусловленные 
диабетической ангиопатией, являются ведущей причиной инва-
лидности и смертности населения трудоспособного возраста 
во всем мире. Например, по данным на 2008 г., в США на ССЗ 
приходится 32,8% ежегодных смертей [1]. 

Лечение ССЗ направлено на восстановление кровотока  
в ишемизированной ткани, при этом выбор методов лечения 
обусловлен тяжестью и локализацией нарушения кровоснаб-
жения [2, 3]. Несмотря на развитие эффективных методов 
сосудистой хирургии, некоторые из них применимы только у 
отдельных больных, а существующие консервативные мето-
ды лечения зачастую оказываются неэффективными у тяже-
лых больных [2, 4, 5]. Одной из альтернатив в таких слу-

чаях является терапия ангиогенными факторами роста 
(АФР), направленная на стимуляцию роста новых сосудов  
в зоне ишемии, которая позволяет (иногда в сочетании  
с хирургическими методами) улучшить кровоснабжение, оста-
новить дегенеративные процессы, стимулировать регенерацию 
и восстановить структуру и функцию поврежденного органа или 
ткани [6]. Эта стратегия была названа «терапевтическим ангио-
генезом» и является одной из технологий регенеративной меди-
цины, активно развивающейся за рубежом и в России [5, 7, 8]. В 
ее основе лежит стимуляция роста и ремоделирования сосудов в 
ишемизированных тканях с помощью введения рекомбинантных 
АФР или генетических конструкций для их экспрессии. 

Ангиогенез и связанные с ним факторы роста как терапевти-
ческие мишени. Рост и образование сосудов в постнатальном 
периоде осуществляется за счет трех процессов: ангиогене-
за, артериогенеза и васкулогенеза. Под термином «ангиогенез» 
понимают процесс формирования новых кровеносных сосудов 
из существующих за счет пролиферации и миграции эндотели-
альных клеток [9—12]. 

Основным стимулирующим фактором ангиогенеза является 
недостаток кислорода (гипоксия или ишемия) [13]. Система рецеп-
ции парциального напряжения кислорода включает факторы транс-
крипции из группы факторов, индуцируемых гипоксией ( HIF-1α, 
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HIF-2α), которые активируют экспрессию целого ряда АФР и дру-
гих проангиогенных молекул [14]. 

При гипоксии наблюдается активация эндотелия, сопро-
вождающаяся экспрессией протеаз, способных разрушать 
белки внеклеточного матрикса с последующей пролифера-
цией и миграцией клеток [15] и образованием незрелой сосу-
дистой сети [16]. Вновь сформированные структуры удли-
няются, ветвятся и формируют анастомозы, что приводит  
к возникновению капиллярной сети [17, 18]. В дальнейшем 
сформированные сосуды могут подвергаться ремоделирова-
нию, сопровождающемуся таксисом гладких мышечных клеток 
(ГМК) и перицитов с формированием сосудов разного калибра 
[19]. 

Помимо ангиогенеза несомненный вклад в восстановление 
кровоснабжения вносит артериогенез, который запускается 
увеличением напряжения сдвига при острой окклюзии или 
критическом стенозе просвета магистрального сосуда [17, 18]. 
При увеличении напряжения сдвига происходит ремоделиро-
вание небольших шунтирующих артериол, которые приобрета-
ют выраженную артериальную морфологию. Причем показана 
важная роль пульсовидных колебаний давления для образова-
ния полноценного гладкомышечного слоя стенки сосуда [20]. 
В процессах ремоделирования ключевую роль играют мат-
риксные металлопротеиназы (ММП) различных типов,  
а также урокиназный активатор плазминогена (uPA) [21]. 
Последний помимо протеолитического разрушения базаль-
ной мембраны сосудов активирует различные факто-
ры роста (фактор роста эндотелия сосудов — VEGF, фактор 
роста гепатоцитов — HGF и др.), которые являются мито-
генами для эндотелиоцитов, ГМК и перицитов [19, 21]. 
За счет сопровождающей артериогенез пролиферации 
ГМК и гипертрофии толщина медии увеличивается иногда  
в несколько раз [22], а объем всей коллатерали может увеличи-
ваться от 2 до 20 раз [23].

Рост и состояние сосудов контролируются целым спектром 
молекул, что необходимо учитывать при использовании фак-
торов роста для терапевтических целей [16]. Помимо прямых 
инициирующих стимулов (гипоксии, роста напряжения сдвига) 
существуют большие группы позитивных (стимулирующих) и 
негативных (стабилизирующих) регуляторов ангиогенеза. В пос-
тнатальном периоде стабильное состояние сосудов поддержи-
вается балансом между активаторами ангиогенеза (факторами 
роста и цитокинами) и его ингибиторами (тромбоспондином, 
ингибиторами ММП и активаторов плазминогена, эндоста-
тином и др.) [16, 24]. Сдвиг этого баланса в сторону активато-
ров, даже кратковременный, приводит к запуску ангиогенеза. 
Среди белков, способных запускать и поддерживать процес-
сы роста сосудов, особого внимания заслуживают АФР, кото-
рые были предложены в качестве терапевтических мишеней 
Дж.  Фолькманом [25, 26]. 

Изначально их предполагалось использовать для стимуля-
ции роста сосудов при ишемии или блокировать их эффек-
ты для борьбы с опухолевым неоангиогенезом при лечении 
сóлидных новообразований. Последнее направление в насто-
ящее время также переживает бурный рост, особенно после 
успеха бевацизумаба (препарата моноклональных антител  
к VEGF165) в ряде клинических исследований. 

Первым выделенным и охарактеризованным АФР был 
VEGF — основной регулятор ангиогенеза как в эмбриональ-
ном, так и в постнатальном периодах развития. В скором 

времени было описано семейство его рецепторов — VEGFR, 
которые оказались гетерогенны по функциональным свойст-
вам и экспрессии в различных типах клеток и тканей [27, 28]. 
VEGF стимулирует пролиферацию, миграцию эндотелиальных 
клеток и их предшественников, а также моноцитов, экспресси-
рующих VEGFR. VEGF увеличивает выживаемость эндотелия 
при гипоксии и сосудистую проницаемость, способствуя выпо-
теванию белков плазмы в окружающие ткани. Выпотевание 
белков плазмы считается способом формирования «времен-
ного матрикса» для миграции эндотелиальных клеток [29]. 
VEGF также индуцирует продукцию NO [13], что способствует 
вазодилатации и стимулирует экспрессию протеаз, разрушаю-
щих связи между эндотелиальными клетками и внеклеточным 
матриксом, облегчая процессы миграции [30, 31]. Следует 
отметить, что повышение проницаемости сосудов под воздейс-
твием VEGF считается причиной побочных эффектов: отеков 
и нарушений трофики, наблюдавшихся в ряде исследований 
в клинике.

В семейство VEGF входит 5 изоформ, однако для терапевти-
ческого ангиогенеза наибольшее распространение получила изо-
форма VEGF165, которой посвящено большинство клинических 
и экспериментальных исследований.

Еще одним АФР, хорошо зарекомендовавшим себя  
в исследованиях, стал HGF. Изначально он был обнару-
жен как белок, характеризующийся способностью подде-
рживать в жизнеспособном состоянии культуру первич-
ных гепатоцитов крысы. Более поздние исследования пока-
зали, что HGF оказывает митогенный, антиапоптотичес-
кий и антифибротический эффекты за счет связывания  
со своим рецептором с-met, который экспрессируется  
на ГМК, эндотелиальных, гемопоэтических стволовых клетках 
и фибробластах миокарда и печени [32]. Последнее свойство
также вызвало широкий интерес к этому фактору в плане 
профилактики постинфарктного кардиосклероза, а 
также фиброза в исходе токсических и первичных пораже-
ний печени. Важным свойством HGF является его способ-
ность вызывать не только формирование новых капилляров,  
но и стимулировать таксис ГМК, за счет чего уменьшается 
выраженность отека, который зачастую сопровождает VEGF-
индуцированный ангиогенез [33].

Значительное внимание как терапевтический белок привлека-
ет также основной фактор роста фибробластов (bFGF), который 
обладает свойством эффективно стимулировать как ангиогенез, 
так и артериогенез. В основе этих свойств bFGF лежит то, что 
рецепторы FGF экспрессируются как на эндотелии, так и на 
ГМК, что потенциально должно обеспечивать формирование 
зрелой сети кровеносных сосудов за счет активации обоих типов 
клеток [10, 32]. 

Перечислены лишь некоторые АФР из большого спект-
ра потенциальных агентов для терапевтического применения, 
так как по ним имеются репрезентативные данные клиничес-
ких исследований и накоплен наибольший экспериментальный 
материал. К перспективным факторам терапевтического ангио- 
генеза относят и ряд других ключевых регуляторов ангиогенных 
процессов, например ангиопоэтин-1, уменьшающий проницае-
мость сосудистой стенки, способствующий привлечению перици-
тов и стабилизации сосудов. Кроме того, опубликованы работы по 
эффективности применения (на животных моделях и в пилотных 
клинических исследованиях) тромбоцитарного фактора роста ВВ 
(PDGF-BB  [34], uPA [35] и др. 
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Терапевтический ангиогенез с помощью АФР. Введение рекомби-
нантных АФР. 

Первые попытки восстановления перфузии тканей проводились  
на животных моделях ишемии нижней конечности и инфаркта 
миокарда (ИМ) [26, 36], на начальном этапе в них использовалось 
прямое введение рекомбинантных белков. Несмотря на эффек-
тивность данной методики в опытах на животных, при исполь-
зовании этих подходов в клинике выяснилось, что для поддер- 
жания постоянной концентрации терапевтического агента  
в зоне ишемии необходимы огромные количества белка, имею-
щего высокую стоимость и короткое время жизни в ткани [37].
Затруднения вызвали также способы доставки таких количеств 
белка и наблюдавшаяся при системном введении диссеминация 
факторов роста.

Использование биоматериалов для доставки рекомбинантных 
АФР. Для повышения эффективности терапии рекомбинант-
ными белками в настоящее время предлагается использовать 
полимерные биоматериалы, которые функционируют как депо 
факторов и обеспечивают их постепенное высвобождение. В иде-
альных условиях такие системы должны поддерживать локальное 
содержание АФР в пределах физиологической нормы в течение 
нескольких дней или недель, что служило бы решением пробле-
мы короткого времени жизни рекомбинантных белков и их быс-
трой диссеминации. Полимерные биоматериалы, используемые 
для терапевтического ангиогенеза, обеспечивают регулируемое 
высвобождение терапевтических факторов по мере деградации 
за счет активности ММП и других протеаз [37].

Чаще всего для терапевтического ангиогенеза используются 
синтетические сополимеры на основе молочной и гликоле-
вой кислот (PLGA), полиэтиленгликоль (PEG), а также при-
родные полимеры: альгинат или желатин. PLGA был одним 
из первых полимеров, который использовался для депони-
рования и регулируемого высвобождения VEGF [38–40].
Использование PLGA является предпочтительным из-за спо-
собности этого полимера к деградации в биологических систе-
мах и контролируемому высвобождению лекарства; однако при 
деградации PLGA повышается кислотность, что потенциально 
может вызывать воспаление. PEG — биосовместимый полимер, 
который является инертным по своей природе, но легко может 
быть подвержен биохимическим и механическим модифика-
циям [41]. PEG активно используется для создания гидрогелей, 
депонирующих VEGF, высвобождение которого регулируется за 
счет активности окружающих клеток [42]. Альгинат и желатин 
представляют собой натуральные полимеры, с которыми взаимо-
действуют клетки в условиях in vivo, однако их сложно стандарти-
зовать и для них характерна вариабельность состава. Кроме того, 
они менее доступны химической модификации по сравнению  
с синтетическими полимерами.

Критической характеристикой такой системы являет-
ся скорость высвобождения АФР из биополимера, в кото-
ром они депонированы. Для большинства систем доставки 
характерно «взрывное высвобождение», когда значительное 
количество АФР высвобождается в первые часы. Механизмы, 
лежащие в основе этого феномена, не выяснены. Считается, 
что критическую роль в регуляции высвобождения лекарс-
тва из матрицы играют условия обработки, поверхностные 
характеристики и геометрия биополимеров [43]. Было раз-
работано несколько методов для подавления «взрывного 
высвобождения», включающих изменения физических, био-
химических взаимодействий и использование ковалентного 

связывания между молекулами биопрепарата и полимерным  
биомате риалом [37]. 

Известно, что соотношение размеров терапевтическо-
го белка и поры в структуре биополимера регулирует ско-
рость высвобождение белка из матрицы-носителя. На моделях 
ИМ и ишемии задней конечности показано, что в опытах  
с использованием PLGA регулируемое таким образом высвобож-
дение VEGF стимулирует ангиогенез достоверно лучше, чем вве-
дение свободного белка [39, 40, 44]. Эти данные свидетельствуют 
о преимуществах пролонгированного высвобождения АФР. 

Включенные в состав полимера АФР могут образовы-
вать водородные связи или участвовать в ионных взаимо-
действиях с макромолекулами, такими как гепарансульфат.  
Это свойство может быть использовано для снижения ско-
рости высвобождения белка за счет включения гепарина, 
гепарансульфата или гиалуроновой кислоты в состав поли-
мерных биоматериалов [45—47]. Этот подход был использо-
ван при введении рекомбинантного bFGF в сочетании с гепа-
рин-содержащими хитозановыми гидрогелями, что привело  
к значительному усилению ангиогенного ответа на моделях in 
vivo и in vitro [46, 48]. 

Наконец, некоторые биологические препараты могут быть 
ковалентно сшиты с полимерным остовом [42, 49]. Так, было 
показано, что VEGF, ковалентно связанный через деградируе-
мый ММР линкерный участок с матрицей, стимулирует форми-
рование более стабильной и функциональной сосудистой сети, 
чем свободный VEGF [50]. Тем не менее ковалентная связь при-
водит к химической модификации биологических молекул, что 
может влиять на их биологическую активность, поэтому выбор 
линкера требует тщательной разработки, чтобы предотвратить 
нежелательные иммунные реакции [41].

Поскольку ангиогенез представляет собой динамичес-
кий многоступенчатый процесс, предпринимались попыт-
ки использовать сочетание факторов роста в составе биоде-
градирумых гелей с целью повышения эффективности.  
Так, совместная доставка VEGF и PDGF с использованием 
PLGA или альгинат-гидрогеля приводит к формированию более 
крупных и зрелых сосудов и увеличивает кровоток [51, 52]. 
Биодеградируемые гидрогели на основе гиалуроновой кислоты 
также нашли применение при осуществлении доставки VEGF и 
фактора роста кератиноцитов [53]. Гидрогель на основе желатина 
был использован как депо для bFGF и гранулоцитарного коло-
ниестимулирующего фактора (Г-КСФ) при совместной доставке 
этих факторов [54]. 

В работе J. Saif и соавт было показано, что при введении 
трех рекомбинантных АФР (VEGF, HGF и ангиопоэтина-1) 
в состав биополимера на основе PLGA эффективность терапии 
эндотелиальными клетками-предшественниками существенно 
повышалась, что приводило к значительному восстановления 
перфузии ишемизированной скелетной мышцы [55]. Был также 
разработан гидрогель на основе декстрана, который использован 
для депонирования сразу 4 АФР (VEGF, SDF-1, IGF, Ang-1). Было 
обнаружено значительное увеличение числа и размеров сосудов 
при сочетанном введении этих четырех факторов роста на модели 
подкожной имплантации Матригеля in vivo у мышей по сравнению 
с доставкой одного или двух факторов роста [52]. 

Применение рекомбинантных АФР для терапевтичес-
кого ангиогенеза в настоящее время распространено мало,  
т.к. при введении свободных или упакованных рекомбинантных 
белков, как уже упоминалось, довольно высока вероятность их 

ОО
О "Б

ИО
НИ
КА

 М
ЕД
ИА

"



Обзор

62 КАРДИОЛОГИЯ (KARDIOLOGIIA), 2015;55:9

системной диссеминации и, как следствие, нежелательной сти-
муляции ангиогенеза в органах, отдаленных от места введения 
(сетчатке глаза, латентных опухолях). В настоящий момент еще 
не накоплено достаточного количества исследований с про-
спективной частью наблюдений, которые позволили бы сделать 
вывод о безопасности таких способов доставки.

Генная терапия с использованием АФР для терапевтическо-
го ангиогенеза. На фоне препятствий, возникавших на пути 
методов, связанных с введением рекомбинантных АФР, актив-
ное развитие получила генная терапия, использующая экс-
прессионные векторы для продукции в ишемизированной 
ткани белка, стимулирующего рост сосудов. Достаточно быс-
тро в этой области были достигнуты первые успехи, касаю-
щиеся лечения критической ишемии нижних конечностей 
(КИНК) [56]. За результатами, полученными на животных
моделях, последовали пилотные исследования, показавшие 
хорошую переносимость генной терапии для лечения ише-
мической болезни сердца (ИБС) [57, 58]. Все это позволи-
ло в начале 2000-х гг. XXI века приступить к испытаниям 
II—III фазы [59] и в настоящий момент приблизиться 
к появлению генно-терапевтических препаратов на фармацев-
тическом рынке [60]. При этом следует отметить, что многие 
авторы сходятся во мнении, что в существующем виде использо-
вание «моногенной терапии» имеет ограниченные возможности 
применения при ишемических заболеваниях. Остановимся более 
подробно на данных клинических исследований в этой области.

Клинические исследования эффективности генной терапии VEGF. 
Начало практическому использованию ангиогенных свойств VEGF 
было положено в 1996 г., когда J.M. Isner опубликовал первую 
работу по успешному применению плазмиды с геном VEGF чело-
века для лечения КИНК. В дальнейших работах было установлено, 
что внутримышечное введение векторов с геном VEGF эффективно 
и хорошо переносится больными за исключением случаев разви-
тия отеков конечности, связанных со свойством VEGF повышать 
проницаемость сосудистой стенки [56].

В клиническом исследовании I. Baumgartner и соавт. [61, 62]
использовалось внутримышечное введение плазмиды с геном 
VEGF человека больным КИНК с болями в покое и неза-
живающими трофическими язвами, а эффективность плаз-
миды оценивалась по данным ангиографии. На ангиограм-
мах, выполненных через 8 нед после введения конструкции, 
были зафиксированы формирование коллатералей и признаки 
кровотока по ним. При дополнительно проведенном гис-
тологическом исследовании ампутационного материала  
от 1 больного были обнаружены фокусы пролиферации эндо-
телиальных клеток и увеличение плотности капилляров, что 
указывало на успешную стимуляцию ангиогенеза при введении 
плазмиды с VEGF.

Первая работа по изучению эффективности плазмиды  
с геном VEGF для терапевтического ангиогенеза в ишемизиро-
ванном миокарде представляла собой открытое клиническое 
исследование, в котором плазмиду вводили субэпикардиально 
после выполнения микроторакотомии больным стенокардией с 
нестабильным течением (n=5). В этом исследовании были пока-
заны возможность и безопасность введения плазмид прямым 
способом [63], однако при оценке конечных точек не было выяв-
лено клинически значимого улучшения течения заболевания. В 
дальнейшем M. Laitinen и соавт. предложили менее инвазивный 
вариант внутрикоронарного введения плазмиды с геном VEGF в 
составе липосомных комплексов. Однако при оценке коронар-

ного кровотока и перфузии миокарда ни в одной из групп не 
было обнаружено признаков уменьшения стеноза или улучше-
ния кровоснабжения миокарда [64].

Следующим важным шагом стало клиническое исследование 
II фазы Kuopio Angiogenesis Trial. В его задачи входило сравнение 
внутрикоронарного введения плазмиды и аденовируса с геном 
VEGF (АВ-VEGF) при чрескожной ангиопластике со стентирова-
нием, а также изучение влияния такой терапии на динамику раз-
вития рестеноза и перфузию миокарда. Больные (n=103) с сим-
птомами ИБС и наличием показаний к проведению чрескожной 
реваскуляризации были разделены на группы внутрикоронарно-
го введения АВ-VEGF165, плазмиды c VEGF в составе липосом 
или плацебо. Внутрикоронарное введение оказалось безопас-
ным способом доставки препарата, однако авторы не смогли 
обнаружить статистически значимых различий групп по пред- 
усмотренным в исследовании первичным точкам. Генная тера-
пия VEGF не смогла замедлить рестеноз стентированных арте-
рий, однако к концу 6-го месяца наблюдения перфузия мио-
карда, по данным однофотонной эмиссионной компьютерной 
томографии (ОФЭКТ), в группе аденовируса была выше, чем в 
группе пациентов, которым вводили липосомы с плазмидой [65]. 

В рандомизированном исследовании с двойным слепым 
контролем (EuroInject One) оценивали эффективность введе-
ния плазмидной ДНК с геном VEGF для лечения больных 
ИБС, которым невозможно провести хирургическую реваску-
ляризацию. Больных (n=80) разделили на 2 группы, пациен-
там первой в миокард вводили плазмиду с геном VEGF, вто-
рой — плацебо. При этом зона введения с помощью сис-
темы NOGA ограничивалась ишемизированной областью 
миокарда, которую определяли при помощи ОФЭКТ и элек-
тромеханического картирования миокарда. Через 3 мес 
в группе VEGF было отмечено увеличение регионарной 
сократимости миокарда, а также улучшение функции лево-
го желудочка. После окончания исследования был выпол-
нен дополнительный анализ с применением альтерна-
тивных методов оценки данных электромеханического кар-
тирования и ОФЭКТ, который показал умеренное улучше-
ние перфузии миокарда в области введения плазмиды 
с VEGF [66, 67], хотя функциональный класс стенокардии 
у больных оставался без изменений. 

Таким образом, в двух самых крупных исследовани-
ях с использованием гена VEGF было выявлено улучшение 
показателей в группе терапии по сравнению с контролем.  
В поисках способов повышения эффективности генной тера-
пии R.S. Ripa и соавт. провели исследование, в котором для 
лечения больных ИБС использовали комбинацию генной 
терапии VEGF с курсом введения Г-КСФ [68], роль которо-
го заключалась в мобилизации клеток костного мозга, обла-
дающих регенеративным потенциалом. Всего для проведения 
сочетанного лечения были набраны 16 больных рефрактер-
ной ИБС, которым невозможно было провести хирурги-
ческую реваскуляризацию миокарда ввиду тяжести пораже-
ния коронарного русла. Ретроспективный контроль состави-
ли 16 больных, которым вводили плазмиду с геном VEGF, 
и 16 больных, получавших инъекции контрольной плазми-
ды. После курса Г-КСФ число циркулирующих клеток 
CD34(+) статистически значимо увеличивалось в группе лече-
ния, однако в конечной точке стрессовая перфузия миокарда  
не отличалась от таковой в группе, в которой после введе-
ния плазмиды с VEGF проводился курс Г-КСФ. Авторы пред-
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положили, что отсутствие эффекта связано с неадекватным 
хоумингом мобилизованных стволовых клеток в инфарктную 
зону; при этом есть данные, что хоуминг может быть уси-
лен за счет локального введения в ткани плазмиды с геном 
стромального фактора-1α (SDF-1α — stromal cell-derived 
factor-1α) — мощного аттрактанта прогениторных клеток.  
Не следует исключать и другие возможные причины неудов-
летворительных результатов в исследованиях, например 
метод ОФЭКТ может иметь недостаточную чувствитель-
ность для регистрации изменений, возникающих при локаль-
ной генной терапии, а при проведении курса Г-КСФ через 
неделю после введения плазмиды пик его концентрации мог  
не совпасть с пиком секреции VEGF, что также сказалось 
на синергичности их воздействия. 

В настоящее время в литературе еще недостаточно данных 
о долгосрочном прогнозе у больных, которые были включе-
ны в клинические исследования. Частично ответ на вопрос 
об отдаленных эффектах генной терапии дает работа, опуб-
ликованная в 2012 г., в которой описаны результаты 10-лет-
ней проспективной части клинического исследования. В ней 
проводилась оценка состояния больных, которым по поводу 
КИНК проводили генную терапию VEGF с использованием 
аденовирусов или плазмидных конструкций. В обеих группах 
за 10 лет наблюдения не было отмечено роста смертности,  
а также не было выявлено существенных различий по частоте 
развития опухолей, сахарного диабета и ретинопатии диабе-
тического генеза [69]. Эти данные позволяют с оптимизмом 
смотреть на перспективы применения VEGF в терапевтическом 
ангиогенезе с позиций отсроченной безопасности, которая дол-
гое время была под вопросом.

Клинические исследования эффективности генной терапии HGF. 
 Доклинические и пилотные клинические испытания плазмид 
с геном HGF проводились группой R. Morishita. Полученные 
в них данные по эффективности этого метода стали основой для 
исследования II фазы под названием STAT. 

В данной работе больных КИНК (n=104) распределили 
в группe плацебо и группу введения плазмиды с HGF 
в низкой или высокой дозе [70, 71]. Оценка эффективности анги-
огенной терапии проводилась по данным чрескожного измерения 
парциального напряжения кислорода (TcPO2), которая показала, 
что положительная динамика была достигнута в группе с высокой 
дозой pHGF, чего не отмечалось в контроле и в группе низкой 
дозы. Полученные данные внушали оптимизм, однако некоторые 
специалисты указывали на ряд недостатков этой работы. В част-
ности, указывали на то, что у больных с выраженным атероскле-
розом периферических артерий использование TcPO2, лодыжеч-
но-запястного индекса, а также ультразвукового допплеровского 
исследования пригодно для популяционных исследований, но в 
оценке ответа на лечение они значительно уступают ангиографи-
ческим методам визуализации сосудистого русла.

Перед началом исследования III фазы было проведено 
еще одно плацебо-контролируемое двойное слепое исследо-
вание, в котором из 121 кандидата были отобраны 46 боль-
ных КИНК, не имевших по данным скрининга подозрений  
на онкологическую патологию, диабетическую ретинопатиюи 
иные тяжелые осложнения [72]. В соотношении 2:1 больные
были рандомизированы в группы phHGF (n=30) и плацебо 
(n=16). Введение плазмиды, зарегистрированной в Японии 
под названием Collategene, или контрольного вещест-
ва выполнялось в нулевой точке исследования и повторялось  

в конце 4-й недели, причем зоны для внутримышечного вве-
дения выбирали с учетом данных ангиографии, а сами инъ-
екции выполняли под ультразвуковым контролем. Анализ 
первичных точек (степень тяжести ишемии по Резерфорду, 
средняя площадь и заживление одного и более язвенных 
дефектов) показал эффективность Collategene у больных  
с тяжелыми формами поражения периферических артерий.  
По истечении 12-й недели среди больных ишемией IV и V 
степени, получавших Collategene, в 70,4% случаев было отме-
чено улучшение, в контроле аналогичный показатель составил 
30,8%. У пациентов с наиболее тяжелым течением (V степень) 
улучшение было достигнуто в 100% случаев против 40% 
в контроле. В этой же подгруппе у больных, получавших 
Collategen, отмечалось уменьшение на 70% средней площади 
язвенных дефектов, в то время как в группе плацебо поло-
жительной динамики не было ни у одного из пациентов.  
К 12-й неделе среди больных ишемией V степени, получавших 
Collategene, полное заживление 1 язвы и более было зафиксиро-
вано в 36,4% случаев, что превышало показатели группы плаце-
бо, в которой только у 20% больных отмечено заживление хотя 
бы одного язвенного дефекта. Прочие показатели — лодыжеч-
но-плечевой индекс, частота ампутаций и выраженность болей 
покоя между группами не различались. 

Оценка безопасности показала хорошую переносимость 
Collategene. Всего было зафиксировано 39 случаев нежела-
тельных эффектов (27 в группе HGF и 12 в контроле), среди 
которых на долю выраженных побочных эффектов выпало 9 
(6 в группе HGF и 3 в контроле). Ни у одного из больных  
не было отмечено антител против HGF или двухцепочечной 
ДНК, а также не выявлено повышения содержания самого HGF 
по сравнению с исходным уровнем, что свидетельствует об отсут-
ствии выраженной диссеминации белка. Авторы отмечали, что 
после введения phHGF транзиторные отеки наблюдали лишь у 
нескольких больных, в то время как частота их возникновения в 
исследованиях с геном VEGF достигала 60%. 

Еще одно интересное исследование было проведено  
с использованием плазмидной ДНК, экспрессирующей две изо-
формы HGF [73]. В основу клинической работы легла серия экс-
периментальных исследований, в которых был использован ори-
гинальный вектор, кодирующий два сплайс-варианта гена HGF,
несущих 723 или 728 аминокислотных остатков (dHGF и cHGF 
соответственно) [74, 75]. Использование вектора для экс-
прессии двух изоформ HGF является оправданным с позиции 
эффективности, т.к. было показано, что у крыс с ИМ пока-
затели фракции выброса, диастолической функции и толщи-
ны левого желудочка были выше после введения плазмиды  
с cHGF/dHGF по сравнению с dHGF [74]. Сходные данные были 
получены на моделях ишемии задней конечности кролика [76] и 
ИМ у свиней [77].

Клиническое испытание данного препарата включало  
21 больного КИНК. Пациентам внутримышечно многократно 
вводили суммарную дозу от 4 до 16 мг плазмиды pCK-HGF-X7, 
кодирующей cHGF и dHGF. По истечении 3 мес было отмечено 
клинически значимое улучшение состояния пациентов вне зави-
симости от дозировки. Оно выражалось в уменьшении интен-
сивности болей в покое и ходьбе и тенденции к заживлению 
язвенных дефектов (у 6 пациентов), а также увеличении TcPO2 
на дорзальной поверхности стопы и обеих поверхностях голени.

Даже с учетом того, что в описанных исследованиях не было 
получено данных об эффективности препаратов с геном HGF
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по первичным конечным точкам, в них отмечен ряд поло-
жительных изменений по вторичным конечным точ-
кам, касавшихся симптомов заболевания и качества жизни.  
С учетом еще одного важного фактора — высоких показа-
телей безопасности этих препаратов — можно ожидать, что  
в ближайшее время будут начаты их полномасштабные много-
центровые исследования.

Клинические исследования по генной терапии с использова-
нием FGF. В настоящее время известно 22 различных фак-
тора роста фибробластов, участвующих в регуляции анги-
огенеза, эмбрионального развития и ряда других процессов 
[78]. Исходно название этим факторам было дано благодаря 
их способности активировать пролиферацию фибробластов, 
однако они обладают митогенными свойствами в отноше-
нии ряда других типов клеток, в т.ч. эндотелиоцитов и ГМК,  
а также способны регулировать выживаемость и гипертрофию 
кардиомиоцитов [79, 80]. Среди работ, касающихся лечения 
КИНК, первым стало открытое клиническое исследование, в 
котором была проведена оценка эффективности внутримышеч-
ного введения плазмиды с геном FGF1, получившей название 
NVFGF1 [81]. 

В 2009 г. было проведено неконтролируемое клиничес-
кое исследование с использованием плазмиды NV1FGF,  
в которое были включены 6 пациентов. Больным, которым пла-
нировалось проводить ампутации, вводили плазмиду и изучали 
распределение продуктов экспрессии введенного генетического 
материала. Проведенный анализ показал, что распределение и 
экспрессия введенных генов ограничивается местами введения, 
свидетельствуя об отсутствии диссеминации и безопасности муль-
тисайтового введения для терапевтического ангиогенеза [82].

Следующим шагом стало проведение исследования II фазы 
под названием TALISMAN 201, в которое были включены 59 
больных КИНК, получавших NVFGF1, и 66 пациентов, которым 
вводили плацебо. По истечении 25 нед оказалось, что доля боль-
ных с заживлением трофических язв в группе NVFGF1 составила 
19,6%, при том что в контроле этот показатель равнялся 14,3%; 

статистической значимости данные различия между группами не 
достигали. При этом частота ампутаций в группе NVFGF1 была 
значительно ниже, чем в контроле (37,3 и 55,4% соответственно; 
р=0,015), а также отмечалось уменьшение общей смертности. 

После исследования TALISMAN в 2011 г. была инициирова-
на следующая фаза исследования, которая получила название 
TAMARIS. Оно представляло собой двойное слепое контроли-
руемое исследование, в III фазу которого вошли 525 пациентов 
более чем из 30 стран с КИНК, ишемическими язвами или 
гангренами. В течение года 36% пациентов исследуемой группы 
умерли или перенесли значительные по объему ампутации по 
сравнению с 33% пациентами контрольной группы. Таким обра-
зом, клинически значимых положительных изменений при лече-
нии плазмидой, содержащей FGF, выявлено не было [83, 84]. 

В 2012 г. было закончено исследование эффективности и безо-
пасности использования плазмидного вектора NV1FGF для лече-
ния КИНК. Исследование проводилось с использованием базы 
данных США (OPTIMIST) и Европы (EuroOPTMIST) на базе 4 
клинических центров. Исследование проводилось в течение 3 
лет и продемонстрировало безопасность данного метода (не было 
зарегистрировано увеличения смертности, риска возникновения 
злокачественных опухолей, ретинопатии и др.). Однако разницы  
в числе крупных ампутаций у пациентов, получавших лечение, 
и у получавших плацебо, обнаружено не было, что, впро-
чем, было объяснимо незначительным размером группы [85]. 
С учетом накопленных данных было инициировано исследова-
ние III фазы по изучению эффективности NV1FGF, результаты 
которого будут опубликованы в ближайшее время.

Вторым фактором из этого семейства, который был исполь-
зован в клинике, является FGF-4. Целый ряд исследований под 
общим названием AGENT показал безопасность и первичную 
эффективность аденовирусного вектора с геном FGF4 (Ad5FGF4) 
при его введении интракоронарно. В дальнейшем оказалось, что 
при использовании Ad5FGF4 уменьшение зоны ишемии у жен-
щин было более выраженным, чем у мужчин [86, 87]. Объяснение 
этому авторы нашли в том, что у женщин, страдающих ИБС, в зна-

Рис. 2. Стимулирующий эффект сред культивирования CКЖТ человека на формирование капилляро-подобных структур и его 
усиление после инкубации СКЖТ в условиях гипоксии [133].
А — микрофотографии HUVEC на Матригеле после их инкубации с кондиционированной средой, собранной с СКЖТ, 
культивировавшихся в нормо- и гипоксических условиях; Б — результаты морфометрического анализа полученных микрофотографий, 
указывающие на усиление ангиогенного эффекта под влиянием факторов, продуцируемых СКЖТ в условиях гипоксии по сравнению 
с нормоксическими условиями и контролем (FBS). СКЖТ — стромальные клетки жировой ткани.
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чительно большей степени, чем у мужчин, выражена микроцирку-
ляторная дисфункция, но нет таких тяжелых субэпикардиальных 
стенозов коронарных артерий, как у лиц мужского пола [88, 89].
Терапия FGF-4, по мнению авторов, влияет именно на микро-
циркуляторное звено ишемии и, соответственно, может оказать-
ся более эффективной у женщин, особенно пожилого возраста. 

Возможные причины недостаточно высокой эффективности 
терапевтического ангиогенеза и способы их решения. Несмотря 
на то что с момента начала первых работ по терапевтическому 
ангиогенезу прошло 15 лет, следует признать, что клинические 
результаты, которых с таким нетерпением ждали после выпол-
нения первых экспериментальных работ, пока что далеки от 
идеала [60]. Для дальнейшего развития этого подхода необходи-
мо проанализировать используемые методы генной терапии и 
способы оценки эффективности их применения, чтобы понять 
их недостатки и возможные источники ошибок, которых следует 
избегать в дальнейшем.

Ограниченные возможности животных моделей. Начальным 
этапом, на который обращают внимание, является доклини-
ческое исследование новых методик на животных моделях. 
В таких работах обычно используются молодые, здоровые 
животные, которые не отражают характеристик типичного 
пациента — пожилого, зачастую с рядом вредных привычек 
и целым набором сопутствующих заболеваний и метаболи-
ческих расстройств, ухудшающих течение заболевания и сни-
жающих эффективность лечения [90]. Ряд авторов указывают 
на то, что у людей (как и у животных) с возрастом ухуд-
шается способность клеток-предшественников к хоумингу  
в область ишемии [91], а также падает базальная экспрес-
сия факторов роста [92] и в целом снижается ангиогенный 
потенциал ткани [93—95]. Таким образом, данные, полученные 
на молодых линейных животных, с трудом можно экстраполиро-
вать на весьма гетерогенную популяцию больных хотя бы по при-
чине роли возрастных изменений, которая никак не учитывается 
в таких модельных исследованиях.

Еще одним фактором, который следует принимать во внима-
ние, является существенное отличие экспрессии генов, достав-
ляемых в ткани животных и человека. Известно, что чем круп-
нее животное, тем ниже эффективность трансфекции его тка-
ней при введении плазмиды [6]. Для сравнения: у 2-недель-
ных мышей линии BALB/C эффективность трансфекции ске-
летной мышцы составляет 50%, а у высших приматов — 
не более 8—10% [96, 97]. Это связывают с более толстым пери-
мизием, который может ограничивать объем распространения 
введенного раствора. Кроме того, определенную роль может играть 
и большой объем мышц у крупных животных, который приво-
дит к снижению относительной концентрации плазмидной ДНК 
вокруг мышечных волокон [98]. Аналогичные данные получены и 
в опытах по сравнению эффективности аденовирусных векторов у 
мышей и человека [99, 100]. 

Принимая во внимание все эти факты, следует признать, что в 
текущем состоянии животные модели годятся для доказательства 
эффективности вектора и биологической активности выбран-
ного гена. В идеальных условиях для оценки терапевтической 
эффективности следует использовать более «правдоподобные» 
модели с применением животных зрелого возраста, линий с 
повышенной склонностью к атеросклерозу, артериальной гипер-
тонии и сахарному диабету [101]. 

Выбор вектора для доставки терапевтических генов. 
Всего за период с 1989 по 2010 г. было завершено 1522 кли-

нических исследования по генной терапии. Среди них  
148 (10%) посвящены терапевтическому ангиогенезу. В боль-
шей части этих исследований использована плазмидная ДНК 
(74 исследования), на втором месте – аденовирусные частицы  
(55 исследований) [102]. 

Выбор вектора является еще одной важной составляющей 
успеха генной терапии. «Идеальный» вектор должен обла-
дать высокой эффективностью трансфекции/трансдукции, 
давать хорошую экспрессию целевого белка, хорошо перено-
ситься больными после введения и иметь низкую иммуноген-
ность. В большинстве клинических исследований в качестве 
векторов использовали плазмидную ДНК или аденовирусы. 
К настоящему моменту с позиций безопасности бесспорными 
лидерами являются плазмидные векторы, в первую очередь из-за 
транзиторной экспрессии белка и низкой вероятности интегра-
ции в геном [103, 104]. При этом терапевтическая активность 
плазмид ограничена низкой эффективностью трансфекции и 
сравнительно небольшими количествами экспрессируемого 
белка при однократном введении. Близкая к нулю иммуноген-
ность плазмид оставляет возможность для их повторных введе-
ний, что может оказаться путем решения этой проблемы.

Аденовирусные векторы характеризуются более высокой 
эффективностью трансдукции и длительным периодом экспре-
сии, но могут вызывать иммунный ответ и становиться неэф-
фективными у больных с циркулирующими антителами после 
перенесенной аденовирусной инфекции. Хотя аденовирусные 
векторы потенциально очень перспективны с точки зрения 
высокой эффективности трансдукции и экспрессии АФР, в кли-
нических исследованиях по терапевтическому ангиогенезу они 
по распространенности остаются вторыми после плазмид [104]. 
Проблему иммунного ответа реципиентов в настоящее время 
предлагается решать с помощью иммунологического скрининга 
и создания химерных вирусов, капсидные антигены которых не 
будут вызывать иммунного ответа у больных, перенесших инфек-
цию аденовирусами «дикого типа».

Аденоассоциированные вирусы очень вариабельны и неко-
торые их серотипы обладают низкой иммуногенностью,  
а также тропностью в отношении тех или иных органов и тка-
ней. Наиболее ценными их свойством является эписомаль-
ная локализация трансгена и очень низкая частота интеграции  
в геном [105]. К сожалению, пока что в большинстве работ отме-
чается слабая и недостаточно продолжительная экспрессия белка 
в ткани после введения векторов на базе аденоассоциированных 
вирусов, что сильно осложняет работу с ними. При этом аденоассо-
циированные вирусы остаются ценным инструментом для модифи-
кации в терапевтических целях мезенхимальных, стволовых и проге-
ниторных клеток [106]. В будущем их можно будет использовать для 
гиперэкспрессии АФР, антиапоптотических белков или рецепторов 
к ним в трансплантируемых клетках, что приведет к повышению 
выживаемости клеток и эффективности клеточной терапии. 

Применение весьма эффективных векторов на базе ретро-
вирусов и лентивирусов ограничено тем, что они интегрируют  
в геном клеток хозяина, что ставит вопрос о возможности злока-
чественной трансформации за счет активации протоонкогенов. В 
настоящее время активно исследуются механизмы встраивания 
ретровирусов в геном с целью создания систем контролируе-
мой интеграции. Основной областью применения таких векто-
ров по-прежнему остаются летальные и моногенные заболевания 
(миодистрофия Дюшенна, синдром Вискотта—Олдрича, боковой 
амиотрофический склероз и т.д.).
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Таким образом, можно констатировать, что в настоящий момент 
среди всех используемых in vivo векторов наибольший интерес 
для терапевтического ангиогенеза представляют плазмиды. Их 
безопасность, транзиторная экспрессия трансгена, удобство в 
использовании и большое количество исследований, показавших 
их эффективность и безопасность, делают их оптимальным инс-
трументом для доставки терапевтических генов в ткани.

Дозировка и продолжительность введения. Исследования пока 
что не дали однозначных ответов на вопросы об оптималь-
ной дозировке и временных рамках для проведения ангиоген-
ной терапии, причем речь идет как о продолжительности, так и  
о начале лечения. Известно, что процесс ангиогене-
за в нормальных условиях занимает недели и даже месяцы,  
в течение которых происходит созревание капилляров, кото-
рые в свою очередь нуждаются в стимуляции АФР [107]. 
При этом пока неясно, необходима ли столь долгосрочная сти-
муляция в тканях в условиях ишемии [108, 109]. Кроме того,
при планировании исследований по генной терапии следует учи-
тывать и продолжительность экспрессии белка после введения тех 
или иных векторов. Например, однократное введение плазмиды 
позволяет добиться медленно снижающейся экспрессии белка в 
течение 1—2 нед [110], а использование аденовируса расширяет 
этот период до 1 мес [105]. 

Многие исследователи пришли к выводу, что невысокая 
эффективность однократного введения генетической конструк-
ции может быть связана с тем, что период, в течение которо-
го в ткани создается достаточная концентрация терапевтичес-
кого белка, оказывается слишком коротким. Показано, что у 
кроликов с тяжелой ишемией задней конечности только при 
многократных инъекциях плазмиды с геном VEGF удавалось 
достичь клинически значимого восстановления кровотока и 
улучшения состояния ишемизированной ткани [111]. Еще одним
лимитирующим фактором может оказаться то, что мы не всег-
да можем полностью адекватно прогнозировать эффективность 
доставки трансгена при разных способах введения, а также что все 
виды ткани характеризуются различной эффективностью транс-
фекции/трансдукции [112]. Вероятно, по мере накопления данных 
о безопасности этих методов, все больше исследований будет 
посвящено подбору дозировки и отработке оптимального режима 
введения и наблюдения с целью оценки эффективности.

Использование комбинированной генной терапии для сти-
муляции ангиогенеза. В поисках более эффективных методов 
стимуляции ангиогенеза с помощью генной терапии иссле-
дователи обращались к применению комбинаций векторов, 
кодирующих несколько АФР. Этот подход основан на том, 
что ангиогенез является комплексным процессом, в кото-
ром чередуются процессы деградации и стабилизации мат-
рикса, соблюдается баланс пролиферации и апоптоза клеток,  
а также важную роль играет регуляция миграции ГМК, эндотели-
альных клеток и перицитов. Все эти стадии находятся под кон-
тролем различных регуляторных молекул, которые связываются 
со своими рецепторами, активируя сигнальные каскады и меняя 
активность клеточных систем. 

Логичным оказалось предположение о том, что при стиму-
ляции процессов ангиогенеза при гиперэкспрессии нескольких 
факторов, каждый из которых реализует свои эффекты через спе-
цифический рецептор, возможна комплексная активация ревас-
куляризации. Под последней следует понимать пролиферацию 
эндотелиальных клеток и ГМК, таксиса моноцитов и клеток-
предшественников, артериогенные процессы и ремоделирование, 

т.е. спектр реакций, приводящих к формированию нового фун-
кционально зрелого сосуда или ремоделированию коллатералей.

Усиление ангиогенного эффекта наблюдалось при доставке 
с помощью аденовирусов и плазмид целого ряда комбинаций 
факторов роста. В большинстве исследований использовали ген 
VEGF165 в сочетании со вторым фактором роста, который отли-
чается от VEGF характером воздействия на эндотелий или может 
уменьшать негативные эффекты VEGF — отечность и воспали-
тельные реакции. При этом предпочтение отдавалось белкам, 
которые сами обладают доказанными ангиогенными свойствами.

Ангиогенная активность комбинации VEGF и HGF была про-
верена на модели ишемии задней конечности кролика, однако 
в этом исследовании АФР вводились в форме рекомбинантных 
белков [113]. В другой работе активацию аниогенеза наблюдали 
при сочетании VEGF и HGF в случае введения в роговицу глаза 
крысы [114]. Эффективность восстановления кровотока в ткани 
и увеличение плотности сосудов были продемонстрированы в 
ряде исследований при использовании следующих комбинаций 
генов: VEGF и bFGF [115, 116], VEGF и PDGF-BВ [117], VEGF и 
ангиопоэтина-1 [118—120], VEGF и SDF-1a [121]. 

Наша группа также проводила исследования и поиск новых 
ангиогенных генов и их комбинаций, которые обладают высо-
ким терапевтическим потенциалом. Одной из них оказалась 
комбинация VEGF и uPA, которая была испытана на моде-
лях ишемии задней конечности мыши и ИМ у крысы [35].
На обоих видах животных показано, что введение плазми-
ды с геном uPA обладает собственным ангиогенным эффек-
том, выражавшимся как в увеличении плотности сосудов, 
так и в уменьшении площади постинфарктного фиброза  
в миокарде. Эти результаты стали логическим продолжени-
ем ранее полученных нами данных о том, что uPA, поми-
мо своих тромболитических свойств, обладает способностью 
активировать процессы миграции и пролиферации клеток 
за счет связывания со своим рецептором — uPAR, а также  
за счет протеолитических свойств и способности высво-
бождать и активировать депонированные АФР [122—124].
В нашей работе эффект введения комбинации плазмид  
с генами VEGF и uPA (в соотношении 1:1) оказался сопо-
ставимым с наблюдавшимся при введении плазмидных ДНК  
по отдельности, несмотря на то что в комбинации доза каждой из 
плазмид была в 2 раза ниже [35]. 

При сочетании VEGF с другим фактором роста — HGF 
мы обнаружили, что введение смеси плазмид приводит  
к более выраженному восстановлению кровотока в ише-
мизированной задней конечности мыши [125], чем при 
введении каждой плазмиды по отдельности (рис. 1,  
см. цветную вклейку). Перспективность использования комби-
нации генов VEGF и HGF подтверждается еще и тем, что эти 
факторы, обладая плейотропией эффектов, могут дополнять друг 
друга [126]. Например, HGF может уменьшать выраженность 
индуцированных VEGF отеков за счет влияния на таксис ГМК и 
проницаемость сосудов [33]. В наших опытах совместная актива-
ция тирозинкиназных рецепторов к VEGF и HGF на поверхности 
эндотелия приводила к увеличению фосфорилирования сигналь-
ных киназ — ERK1/2 и p38 [125], а также уменьшала активность 
сигнального каскада ядерного фактора (NF-κВ) [127], который 
является ключевым фактором транскрипции, регулирующим про-
дукцию провоспалительных цитокинов и молекул адгезии. 

Наши предварительные данные, полученные на аналогичной 
животной модели, также указывают на то, что сочетание HGF и 
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ангиопоэтина-1 может быть перспективным для терапевтичес-
кого ангиогенеза. В данном случае речь может идти о взаимно 
дополняющей комбинации факторов, где HGF представляет собой 
плейотропный индуктор ангио- и артериогенеза с доказанными 
антиапоптотическими и антифибротическими свойствами [33], а 
ангиопоэтин-1 является фактором стабилизации сосудов, оказы-
вающим противовоспалительное и антиапототическое действия 
[128]. Совместное их использование может обеспечивать формиро-
вание стабильных и функционально зрелых кровеносных сосудов.

С учетом имеющихся данных по безопасности «монотерапии» 
плазмидными конструкциями с генами VEGF, HGF, bFGF и еще 
целого ряда факторов в ближайшее время следует ожидать появ-
ления первых пилотных работ по комбинированному использо-
ванию этих генов в условиях клиники.

Среди упоминаемых в литературе нестандартных комбинаций 
следует выделить HIF-1α и VEGF [129], а также гемоксигена-
зу-1 и bFGF [130]. Возможным направлением также является 
стимуляция хоуминга стволовых и прогениторных клеток для 
увеличения ангиогенного ответа. В работе Y. Tan и соавт. при 
сочетании двух наиболее часто используемых хемоаттрактантов 
для клеток-предшественников (Г-КСФ и SDF-1a) отмечалось 
улучшение кровоснабжения ткани в ишемизированной скелет-
ной мускулатуре [131]. Данный подход физиологически оправ-
дан и потенциально является весьма перспективным с точки зре-
ния увеличения эффективности терапевтического ангиогенеза.

Использование кондиционированных сред для стимуляции анги-
огенеза и регенерации тканей. Еще одним подходом, основанным 
на комбинированной доставке АФР, может стать использование 
кондиционированных сред, содержащих продукты секреции ство-
ловых/прогениторных клеток. Кондиционированные среды пред-
ставляют собой своего рода коктейль, включающий комплекс бел-
ковых молекул, факторов роста, цитокинов, микровезикул и других 
компонентов, которые обладают ангиогенным потенциалом. 

Перспективным источником клеток для получения конди-
ционированных сред является жировая ткань. Стромальные 
клетки жировой ткани (СКЖТ) могут быть легко получены  
в большом количестве в ходе хирургических вмешательств или 
при липосакции [106]. СКЖТ обладают определенным диф-
ференцировочным потенциалом, однако основной терапев-
тический эффект при введении СКЖТ в ишемизированные 
ткани связан с паракринной активностью этих клеток [132].
Они также характеризуются активной продукцией ряда АФР 
и белков, участвующих в паракринной регуляции тканево-
го гомеостаза и регенерации тканей [132]. Результаты наших 
исследований и работы других групп указывают на то, что 
при гипоксическом прекондиционировании СКЖТ резко 
увеличивается продукция ими АФР (рис. 2) и это позволяет 
использовать данные метод для повышения терапевтического 

потенциала препаратов на основе сред культивирования [95].
Таким образом, в настоящее время использование кондицио-
нированных сред, содержащих большой спектр биологически 
активных молекул в оптимальном соотношении, в качестве 
терапевтического агента представляется перспективным и более 
безопасным способом стимуляции ангиогенеза, чем использова-
ние клеточной терапии.

Помимо гипоксического прекондиционирования еще 
одним способом повышения продукции определенных фак-
торов роста стволовыми/прогениторными клетками явля-
ется их генетическая модификация. При использовании 
генетически модифицированных СКЖТ человека с повы-
шенной продукцией VEGF165 нами было показано, что  
по сравнению с немодифицированными такие клетки облада-
ют более высоким терапевтическим потенциалом при введе-
нии животным с ишемией задней конечности [106]. Областью 
применения сред на основе генно-модифицированных клеток 
может быть лечение ожогов, ишемических и воспалительных 
заболеваний, терапия язвенных поражений кожи и слизистых 
оболочек. При этом тип клеток, которые могут использоваться 
для создания кондиционированных сред, не ограничивается 
СКЖТ — для этой цели могут использоваться циркулирующие 
эндотелиальные клетки-предшественники [134], мезенхималь-
ные клетки костного мозга [135] и некоторые другие. 

Заключение

Терапевтический ангиогенез в настоящее время переживает 
период критического анализа результатов первых клинических 
исследований, который необходим для выявления наиболее ост-
рых проблем, касающихся эффективности лечения. Отмечается 
рост интереса к комбинированным подходам, новым мишеням, 
которые можно использовать в генной терапии, и новым способам 
доставки векторов. Целый ряд векторов (в большинстве своем — 
плазмидных) с «классическими» терапевтическими генами АФР 
(VEGF, HGF, bFGF и др.) находятся в III фазе исследований, 
пройдя сложный путь от экспериментальных разработок до меди-
цинских препаратов. Несмотря на то что с момента начала первых 
работ по терапевтическому ангиогенезу прошло более 15 лет, 
следует признать, что клинические результаты, которых  
с таким нетерпением ждали после выполнения первых экспери-
ментальных работ, не всегда оправдывали надежды. Это свидетель-
ствует о том, что для развития данного перспективного направле-
ния необходимы новые исследования с использованием современ-
ных подходов терапевтического ангиогенеза или их сочетания, а 
также адекватных методов оценки эффективности терапии. 

Исследование выполнено за счет гранта Российского научного 
фонда (проект №14-24-00086).

Сведения об авторах:

Парфенова Е.В. - д.м.н., зав. лабораторией ангиогенеза Научно-исследовательского института экспериментальной кардио- 
логии ФГБУ Российский кардиологический научно-производственный комплекс Минздрава РФ, Москва, проф. кафедры биохимии и молеку-
лярной медицины ФФМ ФГБОУ ВО Московский государственный университет им. М.В. Ломоносова, Москва 

НИИ ЭК ФГБУ РНПК Минздрава РФ, Москва

Макаревич П.И. - н.с. лаборатории ангиогенеза. 
ФГБОУ ВО МГУ им. М.В. Ломоносова, Москва

Рубина К.А. - к.биол.н., доцент, ст.н.с. НИЛ постгеномных технологий в медицине ФФМ. 
Дыйканов Д.Т. - аспирант кафедры биохимии и молекулярной медицины ФФМ. 
Ткачук В.А. - д.биол.н., проф., акад. РАН, декан ФФМ. 

ОО
О "Б

ИО
НИ
КА

 М
ЕД
ИА

"



Обзор

68 КАРДИОЛОГИЯ (KARDIOLOGIIA), 2015;55:9

ЛИТЕРАТУРА

1. Roger V.L., Go A.S., Lloyd-Jones D.M., Benjamin E.J., Berry J.D., Borden 

W.B., Bravata D.M., Dai S., Ford E.S., Fox C.S., Fullerton H.J., Gillespie C., 

Hailpern S.M., Heit J.A., Howard V.J., Kissela B.M., Kittner S.J., Lackland 

D.T., Lichtman J.H., Lisabeth L.D., Makuc D.M., Marcus G.M., Marelli A.,  

Matchar D.B., Moy C.S., Mozaffarian D., Mussolino M.E., Nichol G., 

Paynter N.P., Soliman E.Z., Sorlie P.D., Sotoodehnia N., Turan T.N., Virani S.S., 

Wong N.D., Woo D., Turner M.B.; American Heart Association Statistics Committee 

and Stroke Statistics Subcommittee.  Heart disease and stroke statistics — 2012 

update:a report from the American Heart Association. Circulation 2012;125:e2—e220.

2. Libby P., Theroux P. Pathophysiology of coronary artery disease. Circulation 

2005;111:3481—3488.

3. McFalls E.O., Ward H.B., Moritz T.E., Goldman S., Krupski W.C., Littooy F., 

Pierpont G., Santilli S., Rapp J., Hattler B., Shunk K., Jaenicke C., Thottapurathu L., 

Ellis N., Reda D.J., Henderson W.G. Coronary-artery revascularization before elective 

major vascular surgery. N Engl J Med 2004;351:2795—2804.

4. Jawad E., Arora R. Chronic stable angina pectoris. Dis Mon 2008;54:671—689.

5. Parfyonova Ye. V., Tkachuk V.A. Therapeutic angiogenesis: recent advances, 

problems and prospects. Cardiology newsletter 2007;2: 5—15 (Парфенова Е.В., 

Ткачук В.А. Терапевтический ангиогенез:достижения, проблемы, перспективы. 

Кардиологический вестник 2007;2:5—15.)

6. Wolff J.A., Budker V. The mechanism of naked DNA uptake and expression. Adv 

Genet 2005;54:3—20.

7. Heilmann C.A., Attmann T., Thiem A., Haffner E., Beyersdorf F., Lutter G. Gene 

therapy in cardiac surgery:intramyocardial injection of naked plasmid DNA for chronic 

myocardial ischemia. Eur J Cardiothorac Surg 2003;24:785—793.

8. Shimamura M., Morishita R. Naked plasmid DNA for gene therapy. Curr Gene Ther 

2011;11:433.

9. Pugh, C.W., Ratcliffe P.J. Regulation of angiogenesis by hypoxia:role  

of the HIF system. Nat Med 2003;9:677—684.

10. Carmeliet P., Jain R.K. Molecular mechanisms and clinical applications  

of angiogenesis. Nature 2011;473:298—307.

11. Xu K., Cleaver O. Tubulogenesis during blood vessel formation. Semin Cell Dev Biol 

2011;22:993—1004.

12. Talitskii K.A., Karpov Iu.A., Parfenova E.V. [Therapeutic angiogenesis in the 

treatment of ischemia of lower extremities]. Kardiologiia 2007;47(12:81—85.

13. Senger D.R., Brown L.F., Claffey K.P., Dvorak H.F. Vascular permeability factor, 

tumor angiogenesis and stroma generation. Invasion Metastasis 1994;14:385—394.

14. Fong G.H. Regulation of angiogenesis by oxygen sensing mechanisms.  

J Mol Med (Berl) 2009;87:549—560.

15. Chung A.S., Lee J., Ferrara N. Targeting the tumour vasculature:insights from physiological 

angiogenesis. Nat Rev Cancer 2010;10:505—514.

16. Carmeliet P. VEGF gene therapy:stimulating angiogenesis or angioma-genesis? Nat 

Med 2000;6:1102—1103.

17. Blum Y., Belting H.G., Ellertsdottir E., Herwig L., Lüders F., Affolter M. Complex 

cell rearrangements during intersegmental vessel sprouting and vessel fusion in the 

zebrafish embryo. Dev Biol 2008;316:312—322.

18. Iruela-Arispe M.L., Davis G.E. Cellular and molecular mechanisms  

of vascular lumen formation. Dev Cell 2009;16:222—231.

19. van Hinsbergh V.W., Engelse M.A., Quax P.H. Pericellular proteases in angiogenesis 

and vasculogenesis. Arterioscler Thromb Vasc Biol 2006;26:716—728.

20. Buschmann I., Pries A., Styp-Rekowska B., Hillmeister P., Loufrani L., 

Henrion D., Shi Y., Duelsner A., Hoefer I., Gatzke N., Wang H., 

Lehmann K., Ulm L., Ritter Z., Hauff P., Hlushchuk R., Djonov V.,  

van Veen T., le Noble F. Pulsatile shear and Gja5 modulate arterial identity and 

remodeling events during flow-driven arteriogenesis. Development 2010;137:2187—2196.

21. Tkachuk V., Stepanova V., Little P.J., Bobik A. Regulation and role of urokinase 

plasminogen activator in vascular remodelling. Clin Exp Pharmacol Physiol 

1996;23:759—765.

22. Plekhanova O., Parfyonova Y., Bibilashvily R., Domogatskii S., Stepanova V., 

Gulba D.C., Agrotis A., Bobik A., Tkachuk V. Urokinase plasminogen activator 

augments cell proliferation and neointima formation in injured arteries via proteolytic 

mechanisms. Atherosclerosis 2001;159:297—306.

23. 23. Scholz D., Ito W., Fleming I., Deindl E., Sauer A., Wiesnet M., Busse R., 

Schaper J., Schaper W. Ultrastructure and molecular histology of rabbit hind-limb 

collateral artery growth (arteriogenesis). Virchows Arch 2000;436:257—270.

24. Menshikov M., Torosyan N., Elizarova E., Plakida K., Vorotnikov A., Parfyonova Y., 

Stepanova V., Bobik A., Berk B., Tkachuk V. Urokinase induces matrix metalloproteinase-9/

gelatinase B expression in THP-1 monocytes via ERK1/2 and cytosolic phospholipase A2 

activation and eicosanoid production. J Vasc Res 2006;43:482—490.

25. Folkman J. Tumor angiogenesis: therapeutic implications. N Engl J Med 

1971;285:1182—1186.

26. Shing Y., Folkman J., Sullivan R., Butterfield C., Murray J., Klagsbrun M. Heparin 

affinity:purification of a tumor-derived capillary endothelial cell growth factor. Science 

1984;223:1296—1299.

27. Carmeliet P., Ferreira V., Breier G., Pollefeyt S., Kieckens L., 

Gertsenstein M., Fahrig M., Vandenhoeck A., Harpal K., Eberhardt C., 

Declercq C., Pawling J., Moons L., Collen D., Risau W., Nagy A. 

Abnormal blood vessel development and lethality in embryos lacking  

a single VEGF allele. Nature 1996;380:435—439.

28. Ferrara N., Carver-Moore K., Chen H., Dowd M., Lu L., O'Shea K.S., Powell-

Braxton L., Hillan K.J., Moore M.W. Heterozygous embryonic lethality induced by 

targeted inactivation of the VEGF gene. Nature 1996;380:439—442.

29. Eliceiri B.P., Paul R., Schwartzberg P.L., Hood J.D., Leng J., Cheresh D.A. 

Selective requirement for Src kinases during VEGF-induced angiogenesis and vascular 

permeability. Mol Cell 1999;4:915—924.

30. Houck K.A., Leung D.W., Rowland A.M., Winer J., Ferrara N. Dual regulation 

of vascular endothelial growth factor bioavailability by genetic and proteolytic 

mechanisms. J Biol Chem 1992;267:26031—26037.

31. Nowak D.G., Woolard J., Amin E.M., Konopatskaya O., Saleem M.A., 

Churchill A.J., Ladomery M.R., Harper SJ., Bates D.O. Expression  

of pro- and anti-angiogenic isoforms of VEGF is differentially regulated  

by splicing and growth factors. J Cell Sci 2008;121(Pt 20):3487—3495.

32. Losordo D.W., Dimmeler S. Therapeutic angiogenesis and vasculogenesis for ischemic 

disease. Part I: angiogenic cytokines. Circulation 2004;109:2487—2491.

33. Morishita R., Aoki M., Hashiya N., Yamasaki K., Kurinami H., Shimizu S., 

Makino H., Takesya Y., Azuma J., Ogihara T. Therapeutic angiogenesis using 

Corresponding author: 

Institute of Experimental Cardiology of Russian Cardiology Research and Production Complex, Moscow, Russia

Laboratory of angiogenesis
Makarevich P.I. - Research fellow.
E-mail: pavel.makarevich@gmail.com

ОО
О "Б

ИО
НИ
КА

 М
ЕД
ИА

"



Макаревич П.И. … Терапевтический ангиогенез с применением факторов роста

69КАРДИОЛОГИЯ (KARDIOLOGIIA), 2015;55:9

hepatocyte growth factor (HGF). Curr Gene Ther 2004;4:199—206.

34. Margolis D.J., Crombleholme T., Herlyn M. Clinical protocol: Phase 

I trial to evaluate the safety of H5.020CMV.PDGF-B for the treatment  

of a diabetic insensate foot ulcer. Wound Repair Regen 2000;8:480—493.

35. Traktuev D.O., Tsokolaeva Z.I., Shevelev A.A., Talitskiy K.A., Stepanova V.V., 

Johnstone B.H., Rahmat-Zade T.M., Kapustin A.N., Tkachuk V.A., March K.L., 

Parfyonova Y.V. Urokinase gene transfer augments angiogenesis in ischemic skeletal 

and myocardial muscle. Mol Ther 2007;15:1939—1946.

36. Yanagisawa-Miwa A., Uchida Y., Nakamura F., Tomaru T., Kido H., Kamijo T., 

Sugimoto T., Kaji K., Utsuyama M., Kurashima C., Ito H. Salvage of infarcted myocardium 

by angiogenic action of basic fibroblast growth factor. Science 1992;257:1401—1403.

37. Deveza L., Choi J., Yang F. Therapeutic angiogenesis for treating cardiovascular 

diseases. Theranostics 2012;2:801—814.

38. Cleland J.L., Duenas E.T., Park A., Daugherty A., Kahn J., Kowalski J., Cuthbertson A.  

Development of poly-(D,L-lactide--coglycolide) microsphere formulations containing 

recombinant human vascular endothelial growth factor to promote local angiogenesis. J 

Control Release 2001;72:13—24.

39. Formiga F.R., Pelacho B., Garbayo E., Abizanda G., Gavira J.J., Simon-Yarza T., 

Mazo M., Tamayo E., Jauquicoa C., Ortiz-de-Solorzano C., Prósper F., Blanco-

Prieto M.J. Sustained release of VEGF through PLGA microparticles improves 

vasculogenesis and tissue remodeling in an acute myocardial ischemia-reperfusion 

model. J Control Release 2010;147:30—37.

40. Golub J.S., Kim Y.T., Duvall C.L., Bellamkonda R.V., Gupta D., Lin A.S., Weiss D., 

Robert Taylor W., Guldberg R.E. Sustained VEGF delivery via PLGA nanoparticles 

promotes vascular growth. Am J Physiol Heart Circ Physiol 2010;298:H1959—H1965.

41. Lin C.C., Anseth K.S. PEG hydrogels for the controlled release  

of biomolecules in regenerative medicine. Pharm Res 2009;26:631—643.

42. Zisch A.H., Lutolf M.P., Ehrbar M., Raeber G.P., Rizzi S.C., Davies N., Schmökel 

H., Bezuidenhout D., Djonov V., Zilla P., Hubbell J.A. Cell-demanded release of 

VEGF from synthetic, biointeractive cell ingrowth matrices for vascularized tissue 

growth. FASEB J 2003;17:2260—2262.

43. Huang X., Brazel C.S. On the importance and mechanisms of burst release in matrix-

controlled drug delivery systems. J Control Release 2001;73:121—136.

44. Lee J., Lee K.Y. Local and sustained vascular endothelial growth factor delivery for 

angiogenesis using an injectable system. Pharm Res 2009;26:1739—1744.

45. Jeon O., Kang S.W., Lim H.W., Hyung Chung J., Kim B.S. Long-term and zero-order 

release of basic fibroblast growth factor from heparin-conjugated poly(L-lactide-co-

glycolide) nanospheres and fibrin gel. Biomaterials 2006;27:1598—1607.

46. Kim M.S., Bhang S.H., Yang H.S., Rim N.G., Jun I., Kim S.I., Kim B.S., Shin H. 

Development of functional fibrous matrices for the controlled release of basic fibroblast 

growth factor to improve therapeutic angiogenesis. Tissue Eng Part A 2010;16:2999—3010.

47. Pike D.B., Cai S., Pomraning K.R., Firpo M.A., Fisher R.J., Shu X.Z., Prestwich 

G.D., Peattie R.A. Heparin-regulated release of growth factors in vitro and angiogenic 

response in vivo to implanted hyaluronan hydrogels containing VEGF and bFGF. 

Biomaterials 2006;27:5242—5251.

48. Fujita M., Ishihara M., Shimizu M., Obara K., Nakamura S., Kanatani Y., Morimoto Y.,  

Takase B., Matsui T., Kikuchi M., Maehara T. Therapeutic angiogenesis induced by 

controlled release of fibroblast growth factor-2 from injectable chitosan/non-anticoagulant 

heparin hydrogel in a rat hindlimb ischemia model. Wound Repair Regen 2007;15:58—65.

49. DuBose J.W., Cutshall C., Metters A.T. Controlled release of tethered molecules via 

engineered hydrogel degradation:model development and validation. J Biomed Mater 

Res A 2005;74:104—116.

50. Ehrbar M., Djonov V.G., Schnell C., Tschanz S.A., Martiny-Baron G., Schenk U., Wood J.,  

Burri P.H., Hubbell J.A., Zisch A.H. Cell-demanded liberation of VEGF121 from fibrin 

implants induces local and controlled blood vessel growth. Circ Res 2004;94:1124—1132.

51. Richardson T.P., Peters M.C., Ennett A.B., Mooney D.J. Polymeric system for dual 

growth factor delivery. Nat Biotechnol 2001;19:1029—1034.

52. Sun Q., Silva E.A., Wang A., Fritton J.C., Mooney D.J., Schaffler M.B., Grossman P.M., 

Rajagopalan S. Sustained release of multiple growth factors from injectable polymeric 

system as a novel therapeutic approach towards angiogenesis. Pharm Res 2010;27:264—271.

53. Peattie R.A., Rieke E.R., Hewett E.M., Fisher R.J., Shu X.Z., Prestwich G.D. Dual 

growth factor-induced angiogenesis in vivo using hyaluronan hydrogel implants. 

Biomaterials 2006;27:1868—1875.

54. Layman H., Sacasa M., Murphy A.E., Murphy A.M., Pham S.M., Andreopoulos F.M. 

Co-delivery of FGF-2 and G-CSF from gelatin-based hydrogels as angiogenic therapy 

in a murine critical limb ischemic model. Acta Biomater 2009;5:230—239.

55. Saif J., Schwarz T.M., Chau D.Y., Henstock J., Sami P., Leicht S.F., Hermann P.C., 

Alcala S., Mulero F., Shakesheff K.M., Heeschen C., Aicher A. Combination of injectable 

multiple growth factor-releasing scaffolds and cell therapy as an advanced modality to 

enhance tissue neovascularization. Arterioscler Thromb Vasc Biol 2010;30:1897—1904.

56. Tsurumi Y., Takeshita S., Chen D., Kearney M., Rossow S.T., Passeri J., 

Horowitz J.R., Symes J.F., Isner J.M. Direct intramuscular gene transfer of naked 

DNA encoding vascular endothelial growth factor augments collateral development 

and tissue perfusion. Circulation 1996;94:3281—3290.

57. Isner J.M., Pieczek A., Schainfeld R., Blair R., Haley L., Asahara T.,  

Rosenfield K., Razvi S., Walsh K., Symes J.F. Clinical evidence of angiogenesis 

after arterial gene transfer of phVEGF165 in patient with ischaemic limb. Lancet 

1996;348:370—374.

58. Powell R.J., Goodney P., Mendelsohn F.O., Moen E.K., Annex B.H. Safety and 

efficacy of patient specific intramuscular injection of HGF plasmid gene therapy 

on limb perfusion and wound healing in patients with ischemic lower extremity 

ulceration:results of the HGF-0205 trial. J Vasc Surg 2010;52:1525—1530.

59. Morishita R., Makino H., Aoki M., Hashiya N., Yamasaki K., Azuma J., 

Taniyama Y., Sawa Y., Kaneda Y., Ogihara T. Phase I/IIa clinical trial  

of therapeutic angiogenesis using hepatocyte growth factor gene transfer  

to treat critical limb ischemia. Arterioscler Thromb Vasc Biol 2011;31:713—720.

60. De Haro J., Acin F., Lopez-Quintana A., Florez A., Martinez-Aguilar E., 

Varela C. Meta-analysis of randomized, controlled clinical trials  

in angiogenesis:gene and cell therapy in peripheral arterial disease. Heart Vessels 

2009;24:321—328.

61. Arveschoug A., Christensen K.S. Constitutive expression of phVEGF165 after 

intramuscular gene transfer promotes collateral vessel development in patients with 

critical limb ischemia. Circulation 1999;99:2967—2968.

62. Baumgartner I., Pieczek A., Manor O., Blair R., Kearney M., Walsh K., Isner J.M. 

Constitutive expression of phVEGF165 after intramuscular gene transfer promotes 

collateral vessel development in patients with critical limb ischemia. Circulation 

1998;97:1114—1123.

63. Losordo D.W., Vale P.R., Symes J.F., Dunnington C.H., Esakof D.D., Maysky M., 

Ashare A.B., Lathi K., Isner J.M. Gene therapy for myocardial angiogenesis:initial 

clinical results with direct myocardial injection of phVEGF165 as sole therapy for 

myocardial ischemia. Circulation 1998;98:2800—2804.

64. Laitinen M., Hartikainen J., Hiltunen M.O., Eränen J., Kiviniemi M., Närvänen O., 

Mäkinen K., Manninen H., Syvänne M., Martin J.F., Laakso M., Ylä-Herttuala S. 

Catheter-mediated vascular endothelial growth factor gene transfer to human coronary 

arteries after angioplasty. Hum Gene Ther 2000;11:263—270.

65. Hedman M., Hartikainen J., Syvänne M., Stjernvall J., Hedman A., Kivelä A., 

Vanninen E., Mussalo H., Kauppila E., Simula S., Närvänen O., Rantala A., 

Peuhkurinen K., Nieminen M.S., Laakso M., Ylä-Herttuala S. Safety and feasibility 

of catheter-based local intracoronary vascular endothelial growth factor gene transfer 

in the prevention of postangioplasty and in-stent restenosis and in the treatment  

of chronic myocardial ischemia:phase II results of the Kuopio Angiogenesis  

Trial (KAT). Circulation 2003;107:2677—2683.

66. Kastrup J., Jørgensen E., Rück A., Tägil K., Glogar D., Ruzyllo W., Bøtker H.E., 

Dudek D., Drvota V., Hesse B., Thuesen L., Blomberg P., Gyöngyösi M., Sylvén C. 

Direct intramyocardial plasmid vascular endothelial growth factor-A165 gene therapy 

in patients with stable severe angina pectoris A randomized double-blind placebo-

controlled study:the Euroinject One trial. J Am Coll Cardiol 2005;45: 982—988.

67. Gyöngyösi M., Khorsand A., Zamini S., Sperker W., Strehblow C., Kastrup J., 

Jorgensen E., Hesse B., Tägil K., Bøtker H.E., Ruzyllo W., Teresiñska A., Dudek D., 

Hubalewska A., Rück A., Nielsen S.S., Graf S., Mundigler G., Novak J., Sochor H., 

ОО
О "Б

ИО
НИ
КА

 М
ЕД
ИА

"



Обзор

70 КАРДИОЛОГИЯ (KARDIOLOGIIA), 2015;55:9

Maurer G., Glogar D., Sylven C. NOGA-guided analysis of regional myocardial perfusion 

abnormalities treated with intramyocardial injections of plasmid encoding vascular 

endothelial growth factor A-165 in patients with chronic myocardial ischemia:subanalysis 

of the EUROINJECT-ONE multicenter double-blind randomized study. Circulation 

2005;112(9 Suppl:I157—I165.

68. Ripa R.S., Wang Y., Jørgensen E., Johnsen H.E., Hesse B., Kastrup J. Intramyocardial 

injection of vascular endothelial growth factor-A165 plasmid followed by granulocyte-

colony stimulating factor to induce angiogenesis in patients with severe chronic ischaemic 

heart disease. Eur Heart J 2006;27:1785—1792.

69. Muona K., Mäkinen K., Hedman M., Manninen H., Ylä-Herttuala S. 10-year safety 

follow-up in patients with local VEGF gene transfer to ischemic lower limb. Gene Ther 

2012;19:392—395.

70. Morishita R., Aoki M., Hashiya N., Makino H., Yamasaki K., Azuma J., Sawa Y., 

Matsuda H., Kaneda Y., Ogihara T. Safety evaluation of clinical gene therapy 

using hepatocyte growth factor to treat peripheral arterial disease. Hypertension 

2004;44:203—209.

71. Morishita R., Nakamura S., Hayashi S., Taniyama Y., Moriguchi A., Nagano T., 

Taiji M., Noguchi H., Takeshita S., Matsumoto K., Nakamura T., Higaki J., Ogihara T. 

Therapeutic angiogenesis induced by human recombinant hepatocyte growth factor 

in rabbit hind limb ischemia model as cytokine supplement therapy. Hypertension 

1999;33:1379—1384.

72. Shigematsu H., Yasuda K., Iwai T., Sasajima T., Ishimaru S., Ohashi Y.,  

Yamaguchi T., Ogihara T., Morishita R. Randomized, double-blind, placebo-controlled 

clinical trial of hepatocyte growth factor plasmid for critical limb ischemia. Gene Ther 

2010;17:1152—1161.

73. Gu Y., Zhang J., Guo L., Cui S., Li X., Ding D., Kim J.M., Ho S.H., Hahn W.,  

Kim S. A phase I clinical study of naked DNA expressing two isoforms of hepatocyte 

growth factor to treat patients with critical limb ischemia. J Gene Med 2011;13:602—610.

74. Hahn W., Pyun W.B., Kim D.S., Yoo W.S., Lee S.D., Won J.H., Shin G.J., 

Kim J.M., Kim S. Enhanced cardioprotective effects by coexpression of two isoforms 

of hepatocyte growth factor from naked plasmid DNA in a rat ischemic heart disease 

model. J Gene Med 2011;13:549—555.

75. Henry T.D., Hirsch A.T., Goldman J., Wang Y.L., Lips D.L., McMillan W.D., 

Duval S., Biggs T.A., Keo H.H. Safety of a non-viral plasmid-encoding dual isoforms 

of hepatocyte growth factor in critical limb ischemia patients:a phase I study. Gene 

Ther 2011;18:788—794.

76. Pyun W.B., Hahn W., Kim D.S., Yoo W.S., Lee S.D., Won J.H., Rho B.S., 

Park Z.Y., Kim J.M., Kim S. Naked DNA expressing two isoforms 

of hepatocyte growth factor induces collateral artery augmentation  

in a rabbit model of limb ischemia. Gene Ther 2010;17:1442—1452.

77. Cho K.R., Choi J.S., Hahn W., Kim D.S., Park J.S., Lee D.S., Kim K.B. 

Therapeutic angiogenesis using naked DNA expressing two isoforms  

of the hepatocyte growth factor in a porcine acute myocardial infarction model. Eur J 

Cardiothorac Surg 2008;34:857—863.

78. Murakami M., Simons M. Fibroblast growth factor regulation  

of neovascularization. Curr Opin Hematol 2008;15:215—220.

79. Gospodarowicz D. Localisation of a fibroblast growth factor and its effect alone and 

with hydrocortisone on 3T3 cell growth. Nature 1974; 249:123—127.

80. Detillieux K.A., Sheikh F., Kardami E., Cattini P.A. Biological activities of fibroblast 

growth factor-2 in the adult myocardium. Cardiovasc Res 2003;57:8—19.

81. Comerota A.J., Throm R.C., Miller K.A., Henry T., Chronos N., Laird J., 

Sequeira R., Kent C.K., Bacchetta M., Goldman C., Salenius J.P., Schmieder F.A., 

Pilsudski R. Naked plasmid DNA encoding fibroblast growth factor type 1 for the 

treatment of end-stage unreconstructible lower extremity ischemia:preliminary results 

of a phase I trial. J Vasc Surg 2002;35:930—936.

82. Baumgartner I., Chronos N., Comerota A., Henry T., Pasquet J.P., Finiels F., Caron A., 

Dedieu J.F., Pilsudski R., Delaère P. Local gene transfer and expression following 

intramuscular administration of FGF-1 plasmid DNA in patients with critical limb 

ischemia. Mol Ther 2009;17:914—921.

83. Belch J., Hiatt W.R., Baumgartner I., Driver I.V., Nikol S., Norgren L., Van Belle E. Effect 

of fibroblast growth factor NV1FGF on amputation and death:a randomised placebo-

controlled trial of gene therapy in critical limb ischaemia. Lancet 2011;377:1929—1937.

84. Fowkes F.G., Price J.F. Gene therapy for critical limb ischaemia: 

the TAMARIS trial. Lancet 2011;377:1894—1896.

85. Niebuhr A., Henry T., Goldman J., Baumgartner I., van Belle E., Gerss J., Hirsch A.T.,  

Nikol S. Long-term safety of intramuscular gene transfer of non-viral FGF1 for 

peripheral artery disease. Gene Ther 2012;19:264—270.

86. Henry T.D., Grines C.L., Watkins M.W., Dib N., Barbeau G., Moreadith R., Andrasfay T., 

Engler R.L. Effects of Ad5FGF-4 in patients with angina:an analysis of pooled data from the 

AGENT-3 and AGENT-4 trials. J Am Coll Cardiol 2007;50:1038—1046.

87. Grines C.L., Watkins M.W., Helmer G., Penny W., Brinker J., Marmur J.D., West A., 

Rade J.J., Marrott P., Hammond H.K., Engler R.L. Angiogenic Gene Therapy 

(AGENT) trial in patients with stable angina pectoris. Circulation 2002;105:1291—1297.

88. Reis S.E., Holubkov R., Conrad Smith A.J., Kelsey S.F., Sharaf B.L., Reichek N., 

Rogers W.J., Merz C.N., Sopko G., Pepine C.J. Coronary microvascular dysfunction 

is highly prevalent in women with chest pain in the absence of coronary artery 

disease:results from the NHLBI WISE study. Am Heart J 2001;141:735—741.

89. Handberg E., Johnson B.D., Arant C.B., Wessel T.R., Kerensky R.A., von Mering G., 

Olson M.B., Reis S.E., Shaw L., Bairey Merz C.N., Sharaf B.L., Sopko G.,  

Pepine C.J. Impaired coronary vascular reactivity and functional capacity in 

women:results from the NHLBI Women's Ischemia Syndrome Evaluation (WISE) 

Study. J Am Coll Cardiol 2006;47(3 Suppl):S44—S449.

90. Pilaro A.M., Serabian M.A. Preclinical development strategies for novel gene 

therapeutic products. Toxicol Pathol 1999;27:4—7.

91. Bosch-Marce M., Okuyama H., Wesley J.B., Sarkar K., Kimura H., Liu Y.V., 

Zhang H., Strazza M., Rey S., Savino L., Zhou Y.F., McDonald K.R., Na Y., 

Vandiver S., Rabi A., Shaked Y., Kerbel R., Lavallee T., Semenza G.L. Effects of aging 

and hypoxia-inducible factor-1 activity on angiogenic cell mobilization and recovery of 

perfusion after limb ischemia. Circ Res 2007;101:1310—1318.

92. Rivard A., Berthou-Soulie L., Principe N., Kearney M., Curry C., Branellec D., 

Semenza G.L., Isner J.M. Age-dependent defect in vascular endothelial growth factor 

expression is associated with reduced hypoxia-inducible factor 1 activity. J Biol Chem 

2000;275:29643—29647.

93. Liu L., Marti G.P., Wei X., Zhang X., Zhang H., Liu Y.V., Nastai M., Semenza G.L., 

Harmon J.W. Age-dependent impairment of HIF-1alpha expression in diabetic 

mice:Correction with electroporation-facilitated gene therapy increases wound healing, 

angiogenesis, and circulating angiogenic cells. J Cell Physiol 2008;217:319—327.

94. Rivard A., Fabre J.E., Silver M., Chen D., Murohara T., Kearney M., 

Magner M., Asahara T., Isner J.M. Age-dependent impairment  

of angiogenesis. Circulation 1999;99:111—120.

95. Efimenko A., Starostina E., Kalinina N., Stolzing A. Angiogenic properties of aged 

adipose derived mesenchymal stem cells after hypoxic conditioning. J Transl Med 

2011;9:10.

96. Danko I., Williams P., Herweijer H., Zhang G., Latendresse J.S., Bock I., Wolff J.A. 

High expression of naked plasmid DNA in muscles of young rodents. Hum Mol Genet 

1997;6:1435—1443.

97. Davis H.L., Demeneix B.A., Quantin B., Coulombe J., Whalen R.G. Plasmid DNA is 

superior to viral vectors for direct gene transfer into adult mouse skeletal muscle. Hum 

Gene Ther 1993;4:733—740.

98. Davis H.L., Jasmin B.J. Direct gene transfer into mouse diaphragm. FEBS Lett 

1993;333:146—150.

99. Laitinen M., Mäkinen K., Manninen H., Matsi P., Kossila M., Agrawal R.S., 

Pakkanen T., Luoma J.S., Viita H., Hartikainen J., Alhava E., Laakso M., Ylä-

Herttuala S. Adenovirus-mediated gene transfer to lower limb artery of patients with 

chronic critical leg ischemia. Hum Gene Ther 1998;9:1481—1486.

100. Yla-Herttuala S., Alitalo K. Gene transfer as a tool to induce therapeutic vascular 

growth. Nat Med 2003;9:694—701.

101. Tirziu D., Moodie K.L., Zhuang Z.W., Singer K., Helisch A., Dunn J.F., Li W., 

Singh J., Simons M. Delayed arteriogenesis in hypercholesterolemic mice. Circulation 

2005;112:2501—2509.

ОО
О "Б

ИО
НИ
КА

 М
ЕД
ИА

"



Макаревич П.И. … Терапевтический ангиогенез с применением факторов роста

71КАРДИОЛОГИЯ (KARDIOLOGIIA), 2015;55:9

102. Hinkel R., Trenkwalder T., Kupatt C. Gene therapy for ischemic heart disease. Expert Opin 

Biol Ther 2011;11:723—737.

103. Flotte T.R. Gene therapy:the first two decades and the current  

state-of-the-art. J Cell Physiol 2007;213:301—305.

104. Douglas K.L. Toward development of artificial viruses for gene therapy: 

a comparative evaluation of viral and non-viral transfection. Biotechnol Prog 2008;24: 

871—883.

105. Ehrhardt A., Haase R., Schepers A., Deutsch M.J., Lipps H.J., Baiker A. Episomal vectors 

for gene therapy. Curr Gene Ther 2008;8:147—161.

106. Shevchenko E.K., Makarevich P.I., Tsokolaeva Z.I., Boldyreva M.A., Sysoeva V.Y., 

Tkachuk V.A., Parfyonova Y.V. Transplantation of modified human adipose derived stromal 

cells expressing VEGF165 results in more efficient angiogenic response in ischemic skeletal 

muscle. J Transl Med 2013;11:138.

107. Ferrara, N., Kerbel R.S. Angiogenesis as a therapeutic target. Nature 2005;438:967—974.

108. Dor Y., Djonov V., Abramovitch R., Itin A., Fishman G.I., Carmeliet P., Goelman G., 

Keshet E. Conditional switching of VEGF provides new insights into adult neovascularization 

and pro-angiogenic therapy. EMBO J 2002;21:1939—1947.

109. Gounis M.J., Spiga M.G., Graham R.M., Wilson A., Haliko S., Lieber B.B., 

Wakhloo A.K., Webster K.A. Angiogenesis is confined to the transient period  

of VEGF expression that follows adenoviral gene delivery to ischemic muscle. Gene Ther 

2005;12:762—771.

110. Wright M.J., Wightman L.M., Lilley C., de Alwis M., Hart S.L., Miller A., Coffin R.S., 

Thrasher A., Latchman D.S., Marber M.S. In vivo myocardial gene transfer:optimization, 

evaluation and direct comparison of gene transfer vectors. Basic Res Cardiol 2001;96: 

227—236.

111. Olea F.D., Vera Janavel G., Cuniberti L., Yannarelli G.,  

Cabeza Meckert P., Cors J., Valdivieso L., Lev G., Mendiz O., Bercovich A., Criscuolo M., 

Melo C., Laguens R., Crottogini A. Repeated, but not single, VEGF gene transfer affords 

protection against ischemic muscle lesions in rabbits with hindlimb ischemia. Gene Ther 

2009;16:716—723.

112. McKay M.J., Gaballa M.A. Gene transfer therapy in vascular diseases. Cardiovasc Drug 

Rev 2001;19:245—262.

113. Van Belle E., Witzenbichler B., Chen D., Silver M., Chang L., Schwall R., Isner J.M. 

Potentiated angiogenic effect of scatter factor/hepatocyte growth factor via induction of 

vascular endothelial growth factor:the case for paracrine amplification of angiogenesis. 

Circulation 1998;97:381—390.

114. Xin X., Yang S., Ingle G., Zlot C., Rangell L., Kowalski J., Schwall R., Ferrara N., 

Gerritsen M.E. Hepatocyte growth factor enhances vascular endothelial growth factor-

induced angiogenesis in vitro and in vivo. Am J Pathol 2001;158:1111—1120.

115. Spanholtz T.A., Theodorou P., Holzbach T., Wutzler S., Giunta R.E., 

Machens H.G. Vascular endothelial growth factor (VEGF165) plus basic 

fibroblast growth factor (bFGF) producing cells induce a mature and stable 

vascular network — a future therapy for ischemically challenged tissue. 

J Surg Res 2011;171:329—338.

116. Lee J.S., Kim J.M., Kim K.L., Jang H.S., Shin I.S., Jeon E.S., Suh W., 

Byun J., Kim D.K. Combined administration of naked DNA vectors 

encoding VEGF and bFGF enhances tissue perfusion and arteriogenesis  

in ischemic hindlimb. Biochem Biophys Res Commun 2007;360:752—758.

117. Kupatt C., Hinkel R., Pfosser A., El-Aouni C., Wuchrer A., Fritz A., Globisch F., 

Thormann M., Horstkotte J., Lebherz C., Thein E., Banfi A., Boekstegers P. 

Cotransfection of vascular endothelial growth factor-A and platelet-derived growth factor-B 

via recombinant adeno-associated virus resolves chronic ischemic malperfusion role of 

vessel maturation. J Am Coll Cardiol 2010;56:414—422.

118. Su H., Takagawa J., Huang Y., Arakawa-Hoyt J., Pons J., Grossman W., 

Kan Y.W. Additive effect of AAV-mediated angiopoietin-1 and VEGF 

expression on the therapy of infarcted heart. Int J Cardiol 2009;133: 

191—197.

119. Liu X., Chen Y., Zhang F., Chen L., Ha T., Gao X., Li C. Synergistically therapeutic 

effects of VEGF165 and angiopoietin-1 on ischemic rat myocardium. Scand Cardiovasc 

J 2007;41:95—101.

120. Chen F., Tan Z., Dong C.Y., Chen X., Guo S.F. Adeno-associated virus vectors 

simultaneously encoding VEGF and angiopoietin-1 enhances neovascularization in 

ischemic rabbit hind-limbs. Acta Pharmacol Sin 2007;28:493—502.

121. Yu J.X., Huang X.F., Lv W.M., Ye C.S., Peng X.Z., Zhang H., Xiao L.B., Wang S.M. 

Combination of stromal-derived factor-1alpha and vascular endothelial growth factor gene-

modified endothelial progenitor cells is more effective for ischemic neovascularization. J 

Vasc Surg 2009;50:608—616.

122. Menshikov M., Plekhanova O., Cai H., Chalupsky K., Parfyonova Y., Bashtrikov P., 

Tkachuk V., Berk B.C. Urokinase plasminogen activator stimulates vascular smooth 

muscle cell proliferation via redox-dependent pathways. Arterioscler Thromb Vasc Biol 

2006;26:801—807.

123. Tkachuk V.A., Plekhanova O.S., Parfyonova Y.V. Regulation of arterial remodeling 

and angiogenesis by urokinase-type plasminogen activator. Can J Physiol Pharmacol 

2009;87:231—251.

124. Solomatina M.A., Plekhanova O.S., Men'shikova M.Y., Ratner E.I., Tkachuk V.A., 

Parfenova E.V. Urokinase increases the content and activity of matrix metalloproteinases 2 

and 9 during in vivo constrictive arterial remodeling. Bull Exp Biol Med 2005;139:283—286.

125. Makarevich P., Tsokolaeva Z., Shevelev A., Rybalkin I., Shevchenko E., 

Beloglazova I., Vlasik T., Tkachuk V., Parfyonova Y. Combined transfer 

of human VEGF165 and HGF genes renders potent angiogenic effect  

in ischemic skeletal muscle. PLoS One 2012;7:e38776.

126. 126. Gerritsen M.E. HGF and VEGF: a dynamic duo. Circ Res 2005;96:272—273.

127.  Makarevich P.I., Dergilev K.V., Tsokolaeva Z.I., Gluhanyuk E.V., Parfyonova Y.V. 

Combined gene delivery of VEGF and HGF induces angiogenesis and proliferation in 

ischemic rat myocardium. Eur J Heart Fail 2013;15(Suppl 1):S44.

128. Ismail H., Mofarrahi M., Echavarria R., Harel S., Verdin E., Lim H.W., Jin Z.G., Sun J., 

Zeng H., Hussain S.N. Angiopoietin-1 and vascular endothelial growth factor regulation 

of leukocyte adhesion to endothelial cells:role of nuclear receptor-77. Arterioscler Thromb 

Vasc Biol 2012;32:1707—1716.

129. Lee S., Kim K., Kim H.A., Kim S.W., Lee M. Augmentation of erythropoietin enhancer-

mediated hypoxia-inducible gene expression by co-transfection of a plasmid encoding 

hypoxia-inducible factor 1alpha for ischemic tissue targeting gene therapy. J Drug Target 

2008;16:43—50.

130. Bhang S.H., Kim J.H., Yang H.S., La W.G., Lee T.J., Sun A.Y., Kim G.H., Lee M., 

Kim B.S. Combined delivery of heme oxygenase-1 gene and fibroblast growth factor-2 

protein for therapeutic angiogenesis. Biomaterials 2009;30:6247—6256.

131. Tan Y., Shao H., Eton D., Yang Z., Alonso-Diaz L., Zhang H., Schulick A., 

Livingstone A.S., Yu H. Stromal cell-derived factor-1 enhances pro-angiogenic effect of 

granulocyte-colony stimulating factor. Cardiovasc Res 2007;73:823—832.

132. Traktuev D.O., Merfeld-Clauss S., Li J., Kolonin M., Arap W., Pasqualini R., 

Johnstone B.H., March K.L. A population of multipotent CD34-positive adipose stromal 

cells share pericyte and mesenchymal surface markers, reside in a periendothelial location, 

and stabilize endothelial networks. Circ Res 2008;102:77—85.

133. Rubina K., Kalinina N., Efimenko A., Lopatina T., Melikhova V., Tsokolaeva Z., 

Sysoeva V., Tkachuk V., Parfyonova Y. Adipose stromal cells stimulate angiogenesis via 

promoting progenitor cell differentiation, secretion of angiogenic factors, and enhancing 

vessel maturation. Tissue Eng Part A 2009;15:2039—2050.

134. Di Santo S., Yang Z., Wyler von Ballmoos M., Voelzmann J., Diehm N., Baumgartner I., 

Kalka C. Novel cell-free strategy for therapeutic angiogenesis:in vitro generated conditioned 

medium can replace progenitor cell transplantation. PLoS One 2009;4:e5643.

135. Sun H., Bénardais K., Stanslowsky N., Thau-Habermann N., Hensel N., Huang D., 

Claus P., Dengler R., Stangel M., Petri S. Therapeutic potential of mesenchymal stromal 

cells and MSC conditioned medium in Amyotrophic Lateral Sclerosis (ALS) in vitro 

evidence from primary motor neuron cultures, NSC-34 cells, astrocytes and microglia. 

PLoS One 2013;8:e72926.

Поступила 12.06.14 (Received 12.06.14) 

ОО
О "Б

ИО
НИ
КА

 М
ЕД
ИА

"


