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делая невозможной клеточную миграцию из од-
ного слоя в другой.

Происхождение эндотелия СПКО

Развитие СПКО было рассмотрено в несколь-
ких работах, одна из них четко подтвердила им-
миграцию различных видов клеток крови из по-
лости сердца в субэпикард (Ratajska et al., 2006;
2009). В другой работе предположили эндокар-
диальное происхождение эндотелиальных клеток
СПКО на основании их прямого контакта между
собой, продемонстрированного на снимках (Red-
Horse et al., 2010b). Но это наблюдение может так-
же быть результатом слияния СПКО и эндокарда
на более поздних стадиях развития, которое опи-
сано многими авторами, (Jankowska-Steifer et al.,
2015). Интересно, что в этой работе для марки-
ровки эндотелия КС, но не эндокарда, был ис-

пользован маркер Apelin, в то время как СПКО
трансгенных сердец (которые авторы считают де-
риватами эндокарда) были Apln+. Другой экспе-
римент показал, что у мышей СПКО вначале бы-
ли изолированы от растущего субэпикардиально-
го коронарного сплетения и сообщались с
полостью сердца лишь на 13.5 день эмбриогенеза
(Tian et al., 2013b). Изучение серийных срезов эм-
брионального сердца мыши также не выявило
контактов СПКО и эндокарда на ранних стадиях
развития (Jankowska-Steifer et al., 2015). По нашим
наблюдениям сообщения между СПКО и интра-
миокардиальными сосудами обнаруживались
только начиная с 17К.

Комплексное исследование трансгенных мы-
шей, проведенное для выяснения судьбы эндоте-
лия ВС, эндокарда и эпикарда (Chen et al., 2014),
показало отсутствие дериватов ВС в СПКО, но не
уточнило, являются ли эти структуры потомками

Рис. 4. CD34+ клеточная популяция конотрункуса, ассоциированная с конденсированной мезенхимой. Стадии по
Карнеги: a–г –14, д, е – К15, ж – К16, з – К17. а', б', в', г', е ' – увеличенные фрагменты, выделенные на а, б, в, г, е,
соответственно. а–б'. CD34+ клетки внутри конденсированной мезенхимы фарингеальных дуг (а, а') и конотрункуса
(б, б'). в, в'. Конденсированная мезенхима КТ демонстрирует относительно низкую митотическую активность в срав-
нении с эпикардом, или мезенхимой гребней конотрункуса. Обратите внимание на низкую митотическую активность
клеток миокардиальной манжетки. г, г'. Конденсированная мезенхима расположена под эпикардом КТ внутри мио-
кардиального слоя. Головки стрелок на г' указывают на пикнотические ядра этих клеток, подразумевая процесс апо-
птоза. д. Конденсированная мезенхима, спускающаяся из фарингеальных дуг конотрункуса. Стрелки указывают на
границу между этой мезенхимой и миокардиальной манжеткой ствола е, е'. Некоторые CD34+ клетки иммигрируют
внутрь мезенхимы гребней конотрункуса. ж – CD34+ клетки после К15 концентрируются над уровнем гребней ствола.
з – Две CD34+ субпопуляции клеток в КТ. Головки стрелок на G, H указывают на CD34+ клеточную популяцию, ассоци-
ированную с конденсированной мезенхимой, в стенке восходящей аорты; двойная головка стрелки на З указывает на сер-
дечные CD34+ клетки под эпикардом КТ. Ao – аорта, Atr – предсердия, CTR – гребни конотрункуса, CM – конденсиро-
ванная мезенхима, DCTR – дистальные гребни конотрункуса. Масштабный отрезок а–г – 50 мкм, д–з – 100 мкм.
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эндо-, или эпикарда. Общепринятым является
мнение, что СПКО играют аксессуарную роль в
развитии КС и в конечном итоге сливаются с но-
вообразованным коронарным сплетением (Red-
Horse et al., 2010b; Chen et al., 2014; Jankowska-
Steifer et al., 2015). Во многих статьях СПКО опи-
саны преимущественно в регионе МЖБ (Jankow-
ska-Steifer et al., 2015), что совпадает с нашими
данными. Во время генерации коронарных сосу-
дов СПКО могут исполнять роль пунктирной ли-
нии для облегчения формирования крупных со-
судов, рекрутируясь субэпикардиальными рост-
ками ВС. Удлинение и слияние большинства
СПКО в МЖБ до инвазии ВС подтверждает эту
точку зрения и согласуется с подобными исследо-
ваниями на мышиных эмбрионах (Ratajska, 2009).
Экспрессия Ki-67 как эндотелием, так и клетками

крови в островках согласуются с работой Jankow-
ska-Steifer и соавторов (2015), в которой было про-
демонстрировано присутствие различных стадий
созревания клеток крови в СПКО.

Возможная роль эндокарда
в формировании эндотелия КС

Что касается роли эндокарда в развитии КС,
наши методы не позволяют различить эту субпо-
пуляцию эндотелия от остальных. Но на первых
стадиях развития КС (13–14К) мы не обнаружили
прямых контактов между субэпикардиальными
CD34+ клетками и эндокардом. Эти данные со-
гласуются с информацией о 20 мкм аваскулярной
дистанции между эндокардом и внутримиокар-
диальными КС, которые врастают из субэпикар-
да на ранних стадиях развития мыши (Tian et al.,

Рис. 5. Срезы человеческого сердца на К19, обработанные антителами к CD34. а', а'' – увеличенные фрагменты левого
и правого выделенных регионов на A, соответственно. а. До пенетрации аорты некоторые сосуды, содержащие клетки
крови, идентифицированы среди CD34+ клеток, ассоциированных с конденсированной мезенхимой (головки стре-
лок на а'). В то же время некоторые сосуды, содержащие кровь, заметны на уровне гребней ствола (головки стрелок на
а''); одни из наиболее развитых видны на a'', они направлены к просвету аорты и пронизывают миокардиальную ман-
жетку. б. Миокардиальная манжетка вокруг легочного ствола простирается до того же уровня, что и в аорте (дисталь-
ная граница отмечена стрелкой). В составе аортальной медии обнаруживается субпопуляция эндотелия, названная в
литературе “аортальные субэпикардиальные сосуды” (головки стрелок), которая распространяется на легочной ствол
(над стрелкой) и ductus arteriosus. в. Субэпикардиальное аортальное сплетение спускается вглубь КСО в проксималь-
ном направлении (крайняя точка обозначена головкой стрелки), предполагая отсутствие четкой границы с коронар-
ными сосудами. Отметьте близкое расположение субэпикардиального эндотелиального сплетения крупных сосудов и
легочными артериями (стрелки). Двойные головки стрелок обозначают дистальную границу миокардиальной ман-
жетки. Ao – аорта, PT – легочный ствол, DA – ductus arteriosus, LA – левое предсердие, RA – правое предсердие, RV –
правый желудочек. Масштабный отрезок на а – 200 мкм, б, в – 100 мкм.
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2013b), что предполагает сравнительно позднее
участие эндокарда в формировании КС. В то же
время близкое расположение некоторых СПКО и
межтрабекулярных пазух в МЖБ на стадии 15К
предполагает возможное участие эндокарда в
формировании СПКО. Результаты отдельных ра-
бот заключают о ведущей роли эндокарда в разви-
тии эндотелия КС (Wu et al., 2012). Эти данные ос-
новываются на эксклюзивной экспрессии Nfatc1
в эндокарде сердца – этот фактор был использо-
ван для создания трансгенных мышей. Но, со-
гласно другим исследованиям, экспрессия Nfatc1
была обнаружена в проэпикарде, эпикарде, клет-
ках-дериватах эпикарда и эндотелии КС на тех же
сроках эмбрионального развития мышиных и ку-
риных эмбрионов (Combs et al., 2011). Более того,
блокирование Nfatc1 в клетках-дериватах эпикар-
да привело к снижению экспрессии катепсина К и
нарушению инвазии КС в миокард (Combs et al.,
2011). Дальнейшие исследования необходимы для
выяснения причин подобных разногласий, до этого
момента Nfatc1 не может считаться подходящим
инструментом для отличия эндокарда от осталь-
ных клеток эмбрионального сердца.

Последние работы, подтверждающие роль
эндокарда в формировании коронарных сосу-
дов, предоставляют данные о взаимоотношени-
ях между клеточными субпопуляциями, но не
предлагают механизмов, при помощи которых
эндокард вовлекается в коронарное русло. Один
из возможных механизмов – это формирование
СПКО (Red-Horse et al., 2010a), другой – сообще-
ние между субэпикардиальным коронарным
сплетением и межтрабекулярными пространства-
ми. В этом аспекте интересно упомянуть о сосу-
дах Тебезия, которые соединяют коронарное рус-
ло с полостью сердца не только в предсердиях, но
также и в желудочках (Ansari, 2001); их эндотелий
может происходить из эндокарда межтрабекуляр-
ных пазух так же, как и из эндотелия КС (Männer,
2000). Согласно нашим результатам интрамио-
кардиальное сплетение сообщается с полостью
сердца на стадии 18К, позволяя предположить су-
ществование вентрикуло-коронарных коммуни-
каций (аналогичных сосудам Тебезия). К сожале-
нию, наши методы не позволяют определить точ-
ный источник эндотелия этих сосудов. Такие
коммуникации очень важны, поскольку в этот
момент коронарное сплетение получает кровь от
ВС, но еще не контактирует с аортой, и соедине-
ния между субэпикардом и полостью сердца мо-
гут выполнять роль шунтов для сброса избытка
крови. Возможное подтверждение этого предпо-
ложения может быть найдено в работе по созда-
нию химерных курино-перепелиных эмбрионов,
в которой было показано происхождение вентри-

куло-коронарных коммуникаций желудочков из
проэпикарда донора, и исчезновение этих комму-
никаций, начиная с 18-х суток инкубации (Män-
ner, 2000).

ВС генерирует эндотелий КС, как желудочков,
так и предсердий путем ангиогенеза

Ангиогенез эндотелия ВС является вторым (по
времени) механизмом развития коронарных со-
судов. Люменизированные выросты ВС появля-
ются в субэпикардиальной мезенхиме АВ-бороз-
ды на стадии 16К. В то же время некоторые ветви
ВС направляются к предсердиям. Примечатель-
но, что описывая развитие КС, большинство ав-
торов концентрируют свое внимание на желудоч-
ках, в то время как васкуляризация предсердий
остается неописанной. К примеру, в эксперимен-
те с “apelin-nlacZ knock-in” мышиными сердцами
авторами была продемонстрирована развитая со-
судистая сеть над желудочками, в то время как
предсердия оставались неокрашенными вплоть
до 15.5 суток развития (Red-Horse et al., 2010a; Tian
et al., 2013b). В той же работе совместное культиви-
рование сегментов ВС/предсердий трансгенных
сердец с желудочками диких типов приводило к
экспансии КС из первого сегмента во второй, но
своя собственная сосудистая сеть над предсерди-
ями была незаметной. В другой работе DACH1
был использован с целью маркировки всех эндо-
телиальных клеток (кроме эндокарда) для конфо-
кальной микроскопии (Chen et al., 2014). Одно-
временно Nfatc1 и Apj были использованы для от-
слеживания потомков эндокарда и эндотелия ВС,
соответственно. В результате в мышином эмбри-
ональном сердце на 15.5 сутки развития предсер-
дия были DACH1+ (подтверждая хорошее разви-
тие КС), но не содержали Apj+ элементов, а
Nfatc1+ клетки были единичными. В желудочках
этих сердец Nfatc1+ и Apj+ клетки были много-
численны, но авторы не объяснили причины по-
добных отличий в васкуляризации предсердий и
желудочков.

Наши исследования показывают присутствие
рассредоточенных эндотелиальных клеток над
предсердиями до врастания ВС. Поскольку в это
время предсердия не трабекулированы, субэпи-
кардиальные CD34+ клетки могут считаться де-
риватами эпикарда. Начиная со стадии 16К и да-
лее, развитая сосудистая сеть распространялась
от региона ВС к предсердиям в дорзо-вентраль-
ном направлении, предположительно рекрутируя
предсуществующие субэпикардиальные эндоте-
лиальные клетки. Эти данные предполагают те же
источники и механизмы формирования КС пред-
сердий, что и в желудочках, тогда почему они де-
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монстрируют подобные отличия в экспериментах
с трансгенными животными? Ответ может быть
найден в филогенетическом анализе. У рыб и
рептилий коронарные сосуды в предсердии прак-
тически отсутствуют, а у птиц имеются относи-
тельно небольшие ветви в левой и правой коро-
нарных артериях для снабжения соответствую-
щих предсердий (Kulchytsky and Romenskii, 1985).
Что наиболее важно, грызуны имеют хорошо раз-
витые экстракоронарные ветви внутренней груд-
ной артерии; эти ветви снабжают существенные
части предсердий и синусного узла (Kulchytsky
and Romenskii, 1985); вместе с артериями в пред-
сердиях крыс хорошо выражены экстракоронар-
ные вены. Появление предсердных сосудов отно-
сительно поздно в филогенезе и наличие у них
экстракоронарных источников у мышей подчер-
кивает видоспецифические отличия в генерации
коронарных сосудов. Снабжение предсердных
сосудов мышей из экстракоронарных источников
объясняет, почему они остаются не помеченны-
ми в экспериментах с генетической модификаци-
ей потенциальных источников коронарных сосу-
дов, таких как ВС, эндокард или эпикард.

CD34+ клетки, ассоциированные с 
конденсированной мезенхимой КСО, участвуют

в формировании vasa vasorum аорты

CD34+ клеточная субпопуляция подушек ко-
нотрункуса предположительно развивается из
нервного гребня, исходя из ее ассоциации с кон-
денсированной мезенхимой. Появляясь на стадии
19К в виде диссоциированных CD34+ элементов
под наружной оболочкой аорты, они формируют
сосуды, содержащие кровь, что предполагает меха-
низм неоваскулогенеза. Это согласуется с пред-
положениями других исследователей о потенци-
альном участии сердечного нервного гребня в
развитии аортальной vasa vasorum (Waldo, 1994).
Что также интересно, в экспериментах с транс-
генными мышами было продемонстрировано,
что эндотелиальные клетки играют ключевую
роль в миграции краниального нервного гребня в
сердце (Milgrom-Hoffman et al., 2014); авторы
продемонстрировали микрофотографии с эндо-
телиальными клетками в конденсированной ме-
зенхиме фарингеальных дуг, но не описали их
происхождение и дальнейшую судьбу.

Описание этих CD34+ субпопуляций в КСО
согласуются с так называемыми “аортальными
субэпикардиальными сосудами”, описанными
Heidi I. Chen и соавторами (2014). Согласно их
данным, эта сеть вместе с коронарными сосудами
формирует перитрункальное сплетение вокруг
аорты и легочного ствола, но способностью пене-

трировать аорту обладают только коронарные ар-
терии. Это согласуется с нашими наблюдениями,
по которым зачатки коронарных сосудов были на-
правлены к аорте от уровня миокардиальной ман-
жетки, предполагая их происхождение из кар-
диальных сосудов. Уровень формирования устьев
коронарных артерий совпадает с границей двух со-
судистых сплетений, двух эпикардов и дистальным
краем миокардиальной манжетки (Männer, 1999);
все эти факторы являются потенциальными
определителями места врастания коронарных ар-
терий в аорту. Последние работы продемонстри-
ровали присутствие кардиомиоцитов специфиче-
ски в стенке аорты, но не легочного ствола, и под-
твердили их решающее значение в определении
места пенетрации аорты (Chen et al., 2014). Наши
результаты не выявили значительных отличий в
развитии миокардиальной оболочки вокруг ле-
гочного ствола и аорты – в обоих сосудах она про-
стиралась до уровня клапанов (рис. 5б, 5в). В той
же работе было показано, что на 10-й неделе раз-
вития коронарные артерии человека в месте со-
единения с аортой проходят через слой кардио-
миоцитов. Это согласуется с нашими данными,
полученными на более ранних сроках – в момент
врастания КС в аорту на стадии 19К (соответству-
ет 45–47-м суткам эмбриогенеза).

Соединение коронарных сосудов с аортой

На стадии 19К в дистальной части перитрун-
кального сплетения формируются люменизиро-
ванные структуры, две из которых врастают в аор-
ту над уровнем клапанов. Наши данные отлича-
ются от ранее опубликованных по мышиным
эмбрионам, у которых эти структуры были описа-
ны как “лишенные просвета мостики в одну клет-
ку толщиной” (Chen et al., 2014). Подобные отли-
чия могут быть объяснены низким давлением в
коронарных артериях до пенетрации аорты – в
отсутствии красных клеток крови внутри просвет
может не идентифицироваться. Судя по всему,
аорта пенетрируется сосудами, предварительно
наполненными кровью из другого источника. Ве-
роятно, после получения крови из аорты артерии
начинают расти и рекрутировать предсуществую-
щие эндотелиальные клетки субэпикарда, фор-
мируя основные коронарные артерии вдоль вен.
Основываясь на различиях в экспрессии Apelin
эндотелием перитрункального сплетения (пози-
тивная) и аорты (негативная), было показано, что
стволы и устья коронарных артерий представле-
ны преимущественно дериватами перитрункаль-
ных эндотелиальных клеток даже на постнаталь-
ных стадиях (Tian et al., 2013a). Таким образом,
авторы подтвердили модель врастания КС, и ни-
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велировали роль аортального эндотелия в разви-
тии КС. В экспериментах с дифференциальным
маркированием венозного и артериального эндо-
телия было выявлено, что эндотелий ВС после
врастания в субэпикард утрачивает венозный
маркер, а на 12.5 сутки эмбриогенеза некоторые
сосуды внутри миокарда приобретают экспрес-
сию маркеров артериального эндотелия (Red-
Horse et al., 2010b). В дальнейшем интересно соот-
нести во времени процессы врастания КС в аорту,
инвазию субэпикардиальных сосудов в миокард,
и начало экспресси артериальных маркеров в ин-
трамиокардиальном эндотелии. Определение по-
следовательности этих событий поможет выяснить,
либо вновь образованные коронарные артерии, от-
ходящие от аорты, рекрутируют уже существующие
сосуды внутри миокарда и репрограммируют их в
артерии, либо они вначале рекрутируют некоторые
субэпикардиальные эндотелиальные клетки, кото-
рые в дальнейшем внедряются в миокард, и там на-
чинают экспрессию артериальных маркеров. По
нашим наблюдениям на человеческих эмбрионах
интрамиокардиальные сосуды появляются до
врастания КС в аорту, на стадиях 17–18К, но они
были представлены только эндотелиальными
клетками, что делало невозможным определить
их спецификацию (вена, артерия или капилляр).
Принимая во внимание отсутствие контактов
между коронарным сплетением и аортой, возни-
кает вопрос – существует ли вообще артериаль-
ная и венозная спецификация сосудов на этом
сроке?

По нашим данным некоторые CD34+ клетки
обнаруживались в кардиальном геле гребней трун-
куса, их точная роль неизвестна, возможно, они
принимают участие в васкуляризации створок кла-
панов, поскольку присутствие кровеносных сосу-
дов в клапанах было описано некоторыми автора-
ми (Duran and Gunning, 1968).

ЗАКЛЮЧЕНИЕ

Последние представления о происхождении
эндотелия КС основываются на работах с генети-
ческим маркированием и экспериментах по от-
слеживанию клеточных линий, но потенциал
этих методов не может быть использован в пол-
ной мере, по причине отсутствия маркеров, поз-
воляющих отличить эндокард от эндотелия ВС и
эндотелиальных потомков проэпикарда. Допол-
нительные эксперименты необходимы для выяс-
нения относительного вклада каждого из этих
трех источников в развитие эндотелия КС. По-
скольку мышь является основным объектом для
современных исследований с генетическими экс-
периментами по отслеживанию клеточных ли-

ний, важно принимать во внимание существова-
ние у нее экстракоронарных артерий и вен и под-
мечать экспрессию исследуемых маркеров также
и в источниках этих сосудов.

Наше исследование косвенно подтверждает
роль эпикарда в генерации эндотелиальных кле-
ток для коронарных сосудов путем неоваскулоге-
неза и значительный вклад эндотелия венозного
синуса путем ангиогенеза. Мы впервые показали
период около 7 дней между соединением русла
коронарных сосудов с ВС и аортой, и подчеркну-
ли роль вентрикуло-коронарных коммуникаций
в становлении эффективной циркуляции крови в
этом сплетении. Эта информация поможет выяс-
нить механизм образования сосудов Тебезия и их
значение для гемодинамики коронарной системы
в эмбриональном периоде и у взрослых. Еще од-
ним важным обнаружением является формирова-
ние vasa vasorum аорты из эндотелиальных кле-
ток, связанных с конденсированной мезенхимой
конотрункальных гребней.
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Information about embryonic development of coronary endothelium is the main clue for the creation of new
methods in tissue engineering for treatment of ischemic heart diseases. The purpose of the research was to
describe human coronary vessel development on early stages of the prenatal ontogenesis. The first step in hu-
man coronary vessel development is the formation of endothelium de novo by transformation of some epi-
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cardial and, possibly, endocardial cells. The next step is the ingrowth of sinus venosus endothelium in sub-
epicardium over ventricles and atria, which gives rise to the coronary vessels. Only after 7 days does the prim-
itive coronary plexus of the heart communicate with aorta (third step). During this period (from Carnegie
stage 18th to 19th), some subepicardial vessels invade myocardium and some intramyocardial vessels contact
with the heart cavity. Such intercommunications could help in regulation of blood circulation in primitive
coronary plexus before establishment of effective contacts between arterial and venous vessels—excess of
blood could be discharged directly into the heart cavity. Additional population of CD34+ cells were revealed
inside condensed mesenchyme of the conotruncus; it participates in the formation of vasa vasorum in the
aorta. Epicardium and sinus venosus generate endothelium of coronary vessels by neovasculo- and angiogen-
esis, respectively. During a week after ingrowth of vessels from SV and before their ingrowth to the aorta, ven-
triculo-coronary communications could be found in the heart.

Keywords: angiogenesis, conortuncus, condensed mesenchyme, coronary vessels, endothelium, epicardium,
human embryos, neovasculogenesis, sinus venosus, Thebesian vessels


