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4. Для полного восстановления двигательных функций пациенты с ПСМТ должны проходить обучение 
бытовым навыкам и самообслуживанию.

MOTION REHABILITATION PATIENTS AFTER SPINAL CORD INJURY
E.F. Sviatskaya, T.V. Zhukova, E.A. Karpenko

Kinesitherapy is a main component of rehabilitation program in patients after spinal cord injury. Therapeutic 
exercises, table-verticalisator, robotic locomotor trainers, mechanotherapy, hydrokinesitherapy, ergotherapy et al. are 
use for accelerate recovery of motion functions in these patients. 
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ПОЛУЧЕНИЕ КУЛЬТУР ЭНДОТЕЛИАЛЬНЫХ КЛЕТОК-ПРЕДШЕСТВЕННИКОВ  
ИЗ КРОВИ ПАЦИЕНТОВ С ЛАКУНАРНЫМИ ИНФАРКТАМИ МОЗГА ПРИ ЦЕРЕБРАЛЬНОЙ 

МИКРОАНГИОПАТИИ
И.Н. Северин1, Н.В. Гончарова1, Л.Н. Анацкая2, Г.Я. Хулуп1

1Республиканский научно-практический центр трансфузиологии и медицинских биотехнологий; 
2Республиканский научно-практический центр неврологии и нейрохирургии

Наличие эндотелиальных клеток-предшественников (ЭКП), их роль в ангиогенезе [1] и неоваскулоге-
незе [2] была продемонстрирована группой �����������������������������������������������������������������������Asahara���������������������������������������������������������������� ���������������������������������������������������������������T��������������������������������������������������������������. с соавт. в 1997 и 1999 гг. В 2000 г. �����������������������Lin�������������������� �������������������Y������������������. с соавт. доложи-
ли о выявлении нового типа эндотелиальных клеток в крови, отрицательных по экспрессии гемопоэтических 
маркеров CD45 и CD133 [3]. Отличительной особенностью данного типа клеток является то, что их колонии 
появляются в первичной культуре не менее 12 дней спустя после высева на культуральный пластик, обрабо-
танный фибронектином, клеток мононуклеарной фракции (МНК) крови. В связи с этим колонии ЭКП по вре-
мени возникновения в первичной культуре делят на ранние и поздние. Ранние колонии содержат, предположи-
тельно, циркулирующие ЭКП, берущие начало, по некоторым сведениям, в популяции моноцитов [4]. Данная 
популяция ЭКП содержит клетки, положительные по гемопоэтическим маркерам CD45+, CD133+, CD14+ и 
не способные активно делиться в культуре in vitro. Поздние колонии содержат только активно делящиеся клет-
ки с характерной эндотелиальной морфологией так называемой «булыжной мостовой». Данные клетки демон-
стрируют зависимость от присутствия в среде факторов роста фибробластов 1 или 2 типов (�����������������FGF��������������-1 и ���������FGF������-2 со-
ответственно) и эндотелиального фактора роста сосудов (VEGF). Данный тип клеток не имеет CD45+CD14+ 
фенотипа, характеризуется экспрессией поверхностных маркеров ���������������������������������CD�������������������������������31+����������������������������KDR�������������������������+������������������������CD����������������������144+������������������CD����������������34+, поддержива-
ется в культуре in vitro при пересевах. Содержание циркулирующих в крови ЭКП  может быть прогностиче-
ским маркером в ряде патофизиологических состояний [5].

Цель работы — изучение эффективности выделения поздних эндотелиальных клеток-предшественников 
при культивировании мононуклеарных клеток из крови пациентов с лакунарными инфарктами мозга (ЛИМ) 
при церебральной микроангиопатии (ЦМА) в первичной культуре. 

Материал и методы. Образцы крови пациентов. Образцы периферической крови пациентов в остром 
периоде ЛИМ при церебральной микроангиопатии получены из РНПЦ неврологии и нейрохирургии» МЗ Ре-
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спублики Беларусь. Исследования проводились на основании решения Комитета по этике РНПЦ «Невроло-
гии и нейрохирургии». Возраст пациентов на момент исследования составлял 59±4,3 года (45–79 лет). Группу 
сравнения составили 5 здоровых доноров крови ГУ «РНПЦ трансфузиологии и медицинских биотехнологий». 

Выделение фракции мононуклеарных клеток крови. Мононуклеарные клетки (МНК) выделяли из крови 
пациентов по стандартной методике [6]. Отмытые клетки ресуспензировали в 0,5–2 мл раствора Хэнкса, про-
изводили подсчет концентрации МНК данной суспензии в камере Горяева. 

Культивирование клеток мононуклеарной фракции в первичной культуре. После подсчета в камере Го-
ряева МНК осаждали центрифугированием при 1500 об./мин и комнатной температуре в течение 10 мин. 
Осадок клеток ресуспензировали в полноценной питательной среде (ППС) (��������������������������MCDB����������������������131, 2% сыворотки кро-
ви человека группы АВ (IV), 10 нг/мл VEGF, 20 нг/мл FGF-2, 25 нг/мл EGF, 1 мкг/мл гидрокортизон-21-
гемисукцината, 5 ед/мл гепарина) и высевали в культуральные сосуды с фибронектиновым покрытием. По ис-
течении 3-х сут культуру отмывали раствором Хэнкса, заменяли среду. В дальнейшем среду меняли через день 
на протяжении 4–5 недель до появления колоний ЭКП. По достижении эндотелиальными клетками 70–80% 
конфлюэнтности производили субкультивирование. Клетки отмывали раствором Хэнкса  и снимали с поверх-
ности инкубацией с  раствором 0,025% трипсин-ЭДТА при 37°С в течение 1–2 мин. Клетки ресуспензировали 
в свежей ППС и высевали в новый культуральный сосуд в соотношении 1:3–1:5.

Фенотипическая характеристика культур. Фенотип клеток определяли с помощью метода проточной 
цитометрии на присутствие поверхностных маркеров CD31, CD309, CD144, CD34, CD117, CD45, CD133, vWF 
соответствующими антителами по протоколу производителя антител. 

Результаты и их обсуждение. Первичные культуры в МНК крови пациентов с ЛИМ содержали невы-
сокое количество прикрепившихся клеток с начала культивирования. Преобладали в основном клетки круглой 
формы с небольшим количеством клеток с фибробластоидной морфологией (рисунок 1А).

Рисунок 1 — Первичная культура эндотелиальных клеток: А — ранняя эндотелиальная колония, 
Б, В — колонии поздних эндотелиальных клеток

Степень конфлюэнтности не превышала 20%, образовывались редкие ранние колонии. К исходу второй 
недели культивирования ранние колонии ЭКП исчезали, в культурах появлялись поздние колонии, содержав-
шие только клетки с укороченной фибробластоидной морфологией (рисунок 1Б). Количество ЭКП в составе 
колоний варьировало (рисунки 1Б–1В).

Количество поздних эндотелиальных колоний в пересчете на миллилитр крови (таблица) существенно 
не отличалось от такового в других исследованиях и составило 0,29±0,06 колоний/мл. Колонии поздних ЭКП  
удалось выделить из 71,43% (пять из семи) образцов крови пациентов с ЛИМ.

С момента обнаружения поздних колоний ЭКП в соответствующие культуры добавляли среду с 20%-м 
содержанием сыворотки (все остальные компоненты добавляли в прежних концентрациях). Клетки быстро 
пролиферировали, по достижении 30% конфлюэнтности колонии пересевали и считали клетками I пассажа. 
При высеве в низкой концентрации ЭКП образовывали небольшое количество колоний, имевших в своем со-
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ставе незначительное количество клеток (3–4 клетки в колонии). В дальнейшем субкультивирование проводи-
ли с разведением 1:4–1:5. При таком разведении культуры ЭКП образовывали крупные колонии, впоследствии 
объединявшиеся в монослой за период не менее 1 недели. В монослое культуры ЭКП принимали характерную 
для данного типа клеток морфологию так называемой «булыжной мостовой» (рисунок 2).

Таблица

Количество поздних колоний ЭКП в первичных культурах мононуклеарных клеток крови пациентов  
с ЛИМ при ЦМА

Образец первичной 
культуры

Количество 
колоний

Дни первичной 
культуры

Отношение количества колоний к начальному 
объему крови (колоний/мл крови)

1 5 16 0,31
2 5 10 0,33
3 3 10 0,2
4 5 7 0,29
5 6 14 0,36

Рисунок 2 — Эндотелиальные клетки-предшественники  IV пассажа 
с морфологией «булыжной мостовой»: А — объектив ×20, Б — объектив ×10

Иммунофенотип поздних ЭКП  характеризовался значительной выраженностью молекул CD34+ 
(80–100% позитивных клеток), CD31+ (99–100% позитивных клеток), CD117+ (64–97% позитивных клеток), 
CD144+ (99–100% позитивных клеток), KDR+ (98–99% позитивных клеток), невысокой экспрессией CD133+ 
(5–13% позитивных клеток), а также мембранно-связанного vWF+ (8-9% позитивных клеток) и отсутствием 
гемопоэтических маркеров CD45 и CD133 (0–0,15% позитивных клеток).

Заключение. Показаны наличие и частота встречаемости ЭКП в периферической крови пациентов с 
ЛИМ при ЦМА. Полученные культуры циркулирующих ЭКП пациентов с ЛИМ при ЦМА фенотипически и 
морфологически соответствуют  ЭКП на различных стадиях созревания  и демонстрируют экспрессию основ-
ных эндотелиальных маркеров. Частота выделения поздних ЭКП составила 71,43%. Содержание колоний 
поздних ЭКП составило 0,29±0,06 колоний/мл крови.

ISOLATION OF LATE-OUTGROWTH ENDOTHELIAL CELLS FROM BLOOD OF PATIENTS  
WITH ACUTE LACUNAR STROKE IN COURSE OF CEREBRAL MICROANGIOPATHY

I.N. Seviaryn, N.V. Goncharova, L.N. Anatskaia, G.Ya. Khulup

The cultures of late-outgrowth endothelial cells from peripheral blood of patients with acute lacunar stroke 
were isolated. The cultures in question possessed high proliferative capacity, endothelial phenotype (CD31+ KDR+ 

CD34+ CD144+) and a characteristic “cobblestone” morphology upon confluence. The isolation was successful in 
71.43% of cases (5 out of 7 blood samples). The incidence of late-outgrowth colonies was 0.29±0.06 colonies per 
milliliter of blood in samples with successful isolation.

Field of application: biomedical research, cell biology, angiogenesis.
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ФЕТО-ФЕТАЛЬНЫЙ ТРАНСФУЗИОННЫЙ СИНДРОМ: РЕЗУЛЬТАТЫ ИНВАЗИВНОЙ 
КОРРЕКЦИИ
В.Л. Семенчук 

Республиканский научно-практический центр «Мать и дитя»

Фето-фетальный трансфузионный синдром (ФФТС) является осложнением монохориальных беремен-
ностей в 5–25% [1, 3, 7, 8]. Перинатальная смертность при ФФТС достигает 60–100%. Причиной развития 
ФФТС является наличие сосудистых анастомозов, объединяющих системы плацентарной гемоциркуляции 
обоих плодов. По данным Denbow (2000) различают артерио-артериальные, вено-венозные, артерио-венозные 
плацентарные анастомозы. Проведенные анатомические исследования показали, что для ФФТС характерны 
артерио-венозные анастомозы, располагающиеся не на поверхности, а в толще плаценты, тогда как формиру-
ющие их сосуды проходят по поверхности плаценты. Степень выраженности ФФТС зависит от характера пере-
распределения крови через анастомозы, которые варьируют по размерам, количеству и направлению. В некото-
рых случаях выявить анастомоз позволяет ультразвуковое исследование (УЗИ) c использованием цветного до-
плеровского картирования и трехмерного ультразвукового сканирования [2]. Внутриутробная лазерная коррек-
ция ФФТС является патогенетически обоснованным современным эффективным методом лечения [5, 6, 8].

Материал и методы. В ГУ «РНПЦ «Мать и дитя» фетоскопическая лазерная коагуляция сосудов пла-
центы (ФЛПКА) была выполнена у 30 беременных с ФФТС в сроки гестации от 17 до 25 недель (группа 1) за 
период 2009–2014 гг. В качестве группы сравнения взяты данные ретроспективного исследования пациенток 
(2000–2007 гг.) с ФФТС без коррекции — 18 (группа 2). Возраст беременных колебался в пределах от 19 до 
40 лет и составил 26,9±2,76 года в группе 1 и 28,1±2,91 года в группе 2 (р<0,05). У всех обследованных жен-
щин беременность наступила спонтанно без использования вспомогательных репродуктивных технологий 
(ВРТ), кроме 1 пациентки с ФФТС после ВРТ. Для выполнения внутриутробной лазерной коагуляции анасто-
мозов плаценты были использованы фетоскоп фирмы «KarlStorzGmbH» (Германия) с набором миниатюрных 
жестких эндоскопов прямого видения 0° диаметром 1 и 2 мм, длиной 20 см с аппертурным уголом 70°; оптика 
передне-бокового видения 30º, набором тубусов для фетоскопии диаметром 1,3 и 3 мм с 2-мя изолированны-
ми каналами для лазерных зондов диаметром 600 мкм; ультразвуковой диагностический аппарат «Medison» 
(Республика Корея), хирургический лазерный аппарат «ФОТЭК ЛК-50» (Беларусь) с длиной волны 1064 мкм, 
мощностью 60 Вт импульсным режимом работы с частотой повторения импульсов 50 Гц, длительностью 
импульсов 150–250 мкс, набором световодов диаметром 600 мкм. Подготовка к плановой фетоскопической 
лазерной коагуляции анастомозов включала обязательное получение информированного согласия женщины 
на операцию; инструментальное и лабораторное обследование согласно действующим клиническим прото-
колам; санацию очагов инфекции при их наличии; предоперационный осмотр врачей акушера-гинеколога, 
анестезиолога-реаниматолога, а также смежных специалистов по показаниям. Медикаментозная подготовка и 
профилактика невынашивания беременности заключалась в следующем. В день операции применяли гексо-
преналин в дозе 2–4 г в сут, начиная с 10 мкг внутривенно болюсно с последующей его инфузией со скоростью 
0,3 мкг в 1 мин. За 30 мин до введения гексопреналина внутривенно вводили 40 мг верапамила. Внутривенный 
токолиз гексопреналином продолжали 2–3 дня с последующим переходом на таблетированную форму каждые 
6 ч  от 1 до 3 г/сут. Интраоперационно вводили 25%-й раствор сульфата магния со скоростью введения 1,0 г/ч.

Оценку эффективности лечения ФФТС проводили в течение первых трех суток после операции по сле-
дующим критериям: объем мочевого пузыря у обоих плодов; нормализация количества околоплодных вод у 
плода-донора и у плода-реципиента; исчезновение признаков сердечной недостаточности у плодов по данным 
показателей допплерометрии в артерии пуповины, венозном протоке и срединной мозговой артерии.

Результаты и их обсуждение. У 6 (20%) пациенток был диагностирован ФФТС II степени, у 22 
(73,3%)  — III степени, по 1 (3,3%) случаю I и IV степени тяжести по Quntero [4]. Показанием к ФЛКПА был 
ФФТС I–IV степени. Противопоказаниями к коррекции ФФТС явились: срок беременности до 16 недель или 
свыше 26 недель; декомпенсированное состояние или врожденные пороки развития у плодов; острые ин-
фекционные заболевания у матери; тяжелая экстрагенитальная патология у беременной. В 7 (29,2%) случаях 
после коагуляции плацентарных анастомозов оставался 1 плод, в 6 случаях — реципиент, в 1 — донор. В 17 


