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ВЛИЯНИЕ РАСТВОРИМОГО РЕКОМБИНАНТНОГО БЕЛКА Dll4-Fc 
НА ФУНКЦИОНАЛЬНУЮ АКТИВНОСТЬ ЭНДОТЕЛИОЦИТОВ 
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В ходе процессов ранозаживления обязательным условием является восстановление системы микроцир-
куляторного русла. Усиление ангиогенеза в поврежденной ткани может позитивно сказаться на скорости
и качестве ее восстановления. В работе проанализировано влияние растворимого рекомбинантного белка
Dll4-Fc на функциональную активность эндотелиальных клеток человека линий HUVEC, HUVEC-56 и
ECV-304 в условиях дву- (2D) и трехмерного (3D) культивирования in vitro и формирование капиллярной
сети в процессе раневого заживления у крыс в экспериментах in vivo с целью возможного использования
белка Dll4-Fc при разработке биомедицинских клеточных продуктов (БМКП), направленных на стимуля-
цию роста кровеносных сосудов в процессе репарации повреждeнных органов и тканей. Полученные ре-
зультаты свидетельствуют о том, что в условиях 2D-культивирования Dll4-Fc не оказывает влияния на
пролиферативную и миграционную активность эндотелиоцитов. Однако в условиях 3D-культивирования
клеток ECV-304 на поверхности коллагенового геля было выявлено позитивное влияние Dll4-Fc на мор-
фологию клеточного пласта эндотелиоцитов и процесс формирования ими капилляроподобных структур.
Впервые было показано позитивное влияние применения “Эквивалента дермального ЭД” в композиции
с эндотелиальными клетками пупочной вены человека HUVEC и Dll4-Fc на процессы образования сосу-
дов в области заживления.
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В настоящее время разработка и применение
биомедицинских клеточных продуктов (БМКП) яв-
ляется особенно актуальным вопросом в области ре-
генеративной медицины. Ведущие биотехнологиче-
ские компании и научные организации всего мира
уже давно ведут разработки БМКП с целью восста-
новления повреждeнных участков различных орга-
нов и тканей. На мировом рынке клеточных техно-
логий уже есть сертифицированные клеточные про-
дукты, а множество различных вариантов находится
в стадии разработки и тестирования. Наиболее вос-
требованными являются разработки, направленные
на восстановление сердечно-сосудистой, нервной,

эндокринной систем, покровных тканей и элемен-
тов опорно-двигательной системы (Зорин и др,
2009, 2010). БМКП “Эквивалент дермальный ЭД”
(далее ЭД), разработанный в Институте цитологии
РАН, представляет собой комплекс из коллагеново-
го геля (коллаген I типа) и заключенных в него дер-
мальных фибробластов человека. Приготовленный в
условиях in vitro ЭД обладает всеми необходимыми
компонентами для запуска процесса восстановле-
ния поврежденного кожного покрова. Было показа-
но, что ЭД обеспечивает восстановление всех типов
кожных повреждений (Блинова и др., 2015).

В ходе восстановления ткани обязательным усло-
вием является восстановление системы кровоснаб-
жения, что сопровождается процессами репаратив-
ного ангиогенеза в поврежденной области (Schre-
menti et al., 2015). Доставка кислорода и питательных
веществ из новообразованных кровеносных сосудов

Принятые сокращения: БМКП – биомедицинский клеточный
продукт, ЭД – БМКП “Эквивалент дермальный ЭД”, Dll4 –
белок семейства Delta 4, HUVEC – эндотелиальные клетки
пупочной вены человека, VEGF – фактор роста эндотелия со-
судов.
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является необходимым условием восстановления
ткани, и нарушение процесса образования сосудов
часто приводит к снижению скорости заживления
ран (Johnson, Wilgus, 2014). В области раневой хирур-
гии и сердечно-сосудистых заболеваний применя-
ются различные терапевтические средства для кор-
рекции ангиогенеза и стимуляции роста новых кро-
веносных сосудов (терапевтический ангиогенез)
(Jojoviс et al., 1998; Мжаванадзе и др., 2012). Концеп-
ция терапевтического ангиогенеза в последние деся-
тилетия прошла период развития от гипотез, пред-
ложенных вскоре после первых работ Фолькмана
(Folkman, 1971; Shing et al., 1984) до масштабных
клинических испытаний. Изучение различных подхо-
дов, способствующих быстрой и эффективной васку-
ляризации трансплантатов различных тканей, разра-
ботка клеточных продуктов или конкретных соедине-
ний, направленных на стимуляцию роста кровеносных
сосудов в процессе репарации ткани является актуаль-
ной задачей в настоящее время (Groeber et al., 2016).

Существуют три основных подхода к стимулиро-
ванию васкуляризации в процессе заживления ран с
использованием БМКП: 1) включение в состав кле-
точных продуктов различных растворимых проан-
гиогенных факторов; 2) генетическая модификация
клеток, входящих в состав продукта; 3) внесение эн-
дотелиальных клеток на или в матрицы и каркасы
тканеинженерных конструкций (Montaño et al.,
2010). Одним из факторов, контролирующих про-
цессы ангиогенеза, является продуцирующийся ис-
ключительно в эндотелиальных клетках белок Dll4
(белок семейства Delta 4). Известно, что белок Dll4,
являющийся лигандом для рецепторов Notch 1 и
Notch 4, необходим для регуляции образования сосу-
дов в ответ на VEGF, а также для созревания новооб-
разующихся сосудов, включая регуляцию формиро-
вания просвета (Rizzo et al., 2014; Lobov, Mikhailova,
2018). Сигналинг Dll4/Notch является негативным
регулятором VEGF-индуцированного ангиогенеза,
нарушение этого сигналинга приводит к усиленно-
му образованию кровеносных сосудов. Предполага-
ется, что фармакологическое ингибирование Dll4
может применяться при терапии различных заболе-
ваний, связанных с формированием сосудистой сети
(Lobov et al., 2007; Trindade et al., 2012). Dll4-Fc – рас-
творимый рекомбинантный белок, состоящий из
внеклеточного домена Dll4 человека, соединенного с
Fc-фрагментом IgG1 человека. Dll4-Fc связывается с
Notch-рецепторами, предотвращая их взаимодей-
ствие с эндогенными лигандами Notch, и ингибирует
передачу сигналов Notch in vitro и in vivo (Noguera-
Troise et al., 2006; Lobov et al., 2007, 2011; Trindade et al.,
2012). Благодаря своим свойствам данный лиганд мо-
жет рассматриваться как потенциальный агент,
участвующий в ингибировании Notch-сигналинга и
способствующий усилению ангиогенеза при различ-
ных патологических состояниях и терапевтических
подходах, например, для ускорения формирования
сосудистой сети при восстановлении кожных повре-

ждений, в частности, с использованием различных
БМКП, например, ЭД. Можно ожидать, что исполь-
зование растворимого рекомбинантного белка Dll4-Fc
в составе БМКП будет способствовать формирова-
нию капиллярной сети в процессе раневого зажив-
ления, что предположительно должно будет опти-
мизировать условия функционирования регенери-
рующей ткани под влиянием клеточного продукта.

Для оценки ангиогенных свойств компонентов
БМКП используют большое число тест-систем in vitro
и in vivo. В настоящее время существует немало хоро-
шо изученных стандартизованных методов оценки
влияния физиологически активных факторов на
клетки с использованием тест-систем in vitro. Одна-
ко изучение сложных физиологических процессов,
например, ангиогенеза в условиях in vitro все еще яв-
ляется серьезным испытанием для исследователей
(Montaño et al., 2010). Ангиогенез – сложный много-
факторный процесс и для его нормального протека-
ния необходимо определенное пространственное
расположение эндотелиальных клеток относитель-
но друг друга и матрикса. Таким образом, особый
интерес в данной области исследований вызывают
трехмерные (3D) клеточные тест-системы in vitro
(Tremblay et al., 2005; Chwalek et al., 2014; Groeber
et al., 2016).

В настоящей работе проанализировано влияние
Dll4-Fc на функциональную активность эндотелио-
цитов в условиях in vitro, возможность и эффектив-
ность применения ЭД в комплексе с эндотелиаль-
ными клетками пупочной вены человека (HUVEC) и
растворимым рекомбинантным белком Dll4-Fc.

МАТЕРИАЛ И МЕТОДИКА

Клеточные культуры. Использовали 3 линии эндоте-
лиальных клеток человека: HUVEC (эндотелиальные
клетки пупочной вены человека), выделенные автора-
ми из пупочной вены человека; HUVEC-56, получен-
ные из коллекции Design active proteins (Cleveland ex-
perimental laboratories Inc., США); ECV-304, получен-
ные из Коллекции клеточных культур НИИ гриппа МЗ
РФ (Санкт-Петербург). Кроме того, использовали дер-
мальные фибробласты (ДФ) человека. ДФ были выде-
лены из фрагментов кожи лица взрослых доноров, по-
лученной после корректирующих операций. Клетки
линий HUVEC и HUVEC-56 культивировали в пита-
тельной среде Endothelial cell basal medium 2 kit (Promo-
Cell, США) в культуральных сосудах, обработанных
желатиной (0.5%); клетки линии ECV-304 – в пита-
тельной среде RPMI (Gibco, США); ДФ – в питатель-
ной среде DMEM (Gibco, США). Все ростовые пита-
тельные среды содержали 10% фетальной сыворотки
коров (FBS; HyClone, США). Клетки культивировали
при 37°С в атмосфере 5% СО2.

Выбор концентрации белка Dll4-Fc производства
Abcam (США) для экспериментов базировался на
основе данных, полученных при проведении преды-
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дущих собственных исследований, а также на основе
данных из литературы (Scehnet et al., 2007). Белок до-
бавляли в питательную среду для культивирования
клеток в конечной концентрации 100 и 200 нг/мл в
экспериментах in vitro и 100 нг/мл в ЭД для экспери-
ментов in vivo.

Животные. В работе использовали шесть самцов
крыс линии Wistar. Все процедуры были проведены
согласно правилам обращения с лабораторными жи-
вотными, подтвержденными сертификатом
OLAWNIH (Идентификационный номер F18-00380
Институт цитологии РАН).

Оценка пролиферативной и миграционной активно-
сти клеток с использованием системы xCELLigence
RTCA-DP. Система клеточного анализа xCELLigence
(Roche Applied Science and ACEA Biosciences, Швей-
цария) основана на микроэлектронных биосенсо-
рах, которые позволяют динамически в реальном
времени анализировать клеточный ответ без исполь-
зования дополнительных маркеров или меток. В тех-
нологии xCELLigence Real-Time Cell Analyzer (RT-
CA) микроэлектронные клеточные сенсоры инте-
грированы в дно лунок специальных культуральных
планшетов: E-Plate (для исследования динамики ро-
ста клеточных культур, т.е. для определения скоро-
сти пролиферации) и CIM-plate (для исследования
динамики миграции клеток).

Для анализа действия белка Dll4-Fc на пролифе-
ративную и миграционную активность эндотелио-
цитов при помощи системы xCELLigence клетки ли-
ний ECV-304 и HUVEC-56 высевали в лунки план-
шетов E-Plate и CIM-Plate (Roche, Швейцария) по
104 клеток на лунку в соответствующей питательной
среде и добавляли белок Dll4-Fc до конечной кон-
центрации 100 или 200 нг/мл. Контролем служили
клетки, культивируемые в питательной среде в стан-
дартных условиях без добавления белка. Планшеты
помещали в клеточный анализатор RTCA-DP (ACEA
Biosciences, США) и анализировали в режиме реально-
го времени динамику пролиферации клеток в течение
70 ч и динамику миграции клеток в течение 24 ч. Ана-
лиз результатов проводили с помощью программного
обеспечения RTCA Software 1.2.1 (ACEA Biosciences,
США). Изменение сопротивления на микроэлек-
тродах плат выражали как клеточный индекс, отра-
жающий изменение числа клеток в лунке по мере
кльтивирования. Данные представляли в виде гра-
фиков зависимости среднего значения клеточного
индекса (и его стандартного отклонения) от срока
культивирования.

Приготовление трехмерных клеточных компози-
ций. В качестве экспериментальной модели для изу-
чения влияния рекомбинантного белка Dll4-Fc на
формирование капиллярной сети в процессе ране-
вого заживления in vivo и оценки влияния белка
Dll4-Fc на эндотелиоциты в условиях 3D-культиви-
рования in vitro служил ЭД. Для его приготовления
использовали препарат коллагена I типа, а именно,

“Коллаген I типа желирующий”, разработанный в
Институте цитологии РАН (Санкт-Петербург), по-
лучаемый методом кислотной экстракции из сухо-
жилий хвостов крыс (Chandrakasan, 1976). В экспери-
менте in vivo на ранах лабораторных животных (кры-
сы) использовали различные комбинации ЭД с
эндотелиоцитами и Dll4-Fc (табл. 1), а именно: 1) ЭД
с эндотелиальными клетками линии HUVEC, высе-
янными на поверхность коллагенового геля; 2) ЭД с
добавлением в состав коллагенового геля рекомби-
нантного белка Dll4-Fc; 3) ЭД с клетками линии
HUVEC на поверхности геля и белком Dll4-Fc в со-
ставе коллагенового геля.

Для приготовления ЭД и его модификаций сме-
шивали “Коллаген I типа желирующий”, концен-
трированную (10-кратную) среду 199 (Gibco, США)
и стерильный 0.34 H раствор NaOH (Sigma, США). В
полученную смесь добавляли суспензию ДФ челове-
ка (в концентрации 105 кл./мл). Конечная концентра-
ции коллагена составляла 2 мг/мл. Раствор инкубиро-
вали в СО2-инкубаторе при 37°С в течение 30 мин до
полной полимеризации коллагена. В случае моди-
фикаций с участием HUVEC эти клетки высевали на
поверхность полимеризованного коллагенового ге-
ля из расчета 105 клеток на 2 см2. Рекомбинантный
белок Dll4-Fc добавляли в состав коллагенового геля
в процессе его приготовления в конечной концен-
трации 100 нг/мл. В эксперименте in vitro использо-
вали только коллагеновый гель, не содержащий в
своем составе ДФ.

Оценка влияния Dll4-Fc на морфологию пласта эн-
дотелиоцитов в условиях 3D-культивирования in vitro.
Для этого в условиях 3D формировали бесклеточ-
ный коллагеновый гель, на поверхность которого вы-
севали клетки линии ECV-304 из расчета 105 клеток на
2 см2. Dll4-Fc в конечной концентрации 100 нг/мл до-
бавляли в питательную среду в момент посева клеток
на поверхность геля. В контрольном варианте клет-
ки культивировали на поверхности коллагенового ге-
ля в отсутствие Dll4-Fc. 3D-композицию инкубиро-

Таблица 1. Компоненты клеточных композиций в экспе-
рименте in vivo на ранах лабораторных животных

Экспериментальные 
варианты

Компоненты клеточных 
композиций

ЭД HUVEC Dll4-Fc

Контроль – – –

ЭД + эндотелиоциты + + -

ЭД + Dll4-Fc + - +

ЭД + HUVEC + Dll4-Fc + + +
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вали в СО2-инкубаторе при 37°С в течение 12 сут. О
влиянии белка на эндотелиальные клетки судили по
морфологии клеточного пласта.

Прижизненное наблюдение за клетками в процессе
их культивирования осуществляли при помощи инвер-
тированного микроскопа Nikon Eclipse TS100 (Nikon,
Япония), используя объектив с увеличением10× или
20×.

Оценка влияния Dll4-Fc на формирование капил-
лярной сети в процессе раневого заживления in vivo. Ма-
териал готовили за 1 сут до его трансплантации кры-
сам. Исследование проводили согласно сформирован-
ным экспериментальным группам (табл. 1). На спине
каждой крысы было сформировано по 4 экспери-
ментальные раны диаметром 1 см каждая, при этом
в каждую рану вносили компоненты в различных
комбинациях, указанных в таблице. Раны закрывали
стерильными повязками. На 5-е и 10-е сут после транс-
плантации проводили забор биоптатов регенерирую-
щей ткани для гистологического анализа.

Морфологическое исследование биоптатов зажива-
ющей раны. Гистологическое исследование проводи-
ли после окрашивания срезов гематоксилином и
эозином при помощи светооптического микроскопа
Leica DM LS (Германия). Микрофотографии получа-
ли с использованием цифровой фотокамеры Leica
DC320. О влиянии Dll4-Fc на формирование капил-
лярной сети в процессе раневого заживления in vivo су-
дили по числу капилляров на площади 1 мм2. Данные
представляли в виде гистограмм среднего значения

показателей и стандартного отклонения. Статисти-
ческую обработку полученных результатов осу-
ществляли с использованием программы Microsoft
Office Exсel 2013. Оценку различий между выборка-
ми проводили с использованием t-критерия Стью-
дента. Критический уровень значимости был при-
нят при P < 0.05.

РЕЗУЛЬТАТЫ

Пролиферативная и миграционная активность кле-
ток в присутствии Dll4-Fc. Непрерывный монито-
ринг воздействия Dll4-Fc на эндотелиоциты прово-
дили, используя систему клеточного анализа xCEL-
Ligence (ACEA Biosciences, США), позволяющего в
режиме реального времени наблюдать за динамикой
роста клеточных культур (пролиферацией) и их ми-
грацией. Результаты непрерывного мониторинга дей-
ствия Dll4-Fc в отношении клеток линий HUVEC-56
и ECV-304, полученные при помощи клеточного ана-
лизатора xCELLigence, приведены на рис. 1.

Как можно видеть на представленных графиках, в
присутствии рекомбинантного белка Dll4-Fc в кон-
центрациях 100 или 200 нг/мл пролиферативная и ми-
грационная активность клеточных культур HUVEC-56
и ECV-304 сопоставима с контролем. Полученные
результаты позволяют сделать вывод о том, что ре-
комбинантный белок Dll4-Fc в исследуемых кон-
центрациях не оказывает ни позитивного, ни нега-
тивного влияния на пролиферативную и миграци-

Рис. 1. Влияние Dll4-Fc на пролиферацию и миграцию клеток HUVEC-56 и ECV-304. 
Представлены кривые пролиферации и миграции (среднеарифметические значения и стандартные отклонения). Красная
кривая – контроль, зеленая – Dll4-Fc 100 нг/мл, синяя – 200 нг/мл Dll4-Fc). Все кривые не отличаются значимо друг от друга.
Это позволяет сделать вывод о том, что Dll4-Fc в использованных концентрациях не оказывает влияния на пролиферативную
и миграционную активность эндотелиальных клеточных линий.

5ч 10ч 15ч 20ч

HUVEC-56

5ч 10ч 15ч 20ч

ECV-304

5ч 10ч 15ч 20ч

ECV-304

5ч 10ч 15ч 20ч

HUVEC-56

К
ле

то
чн

ы
й 

ин
де

кс
, у

сл
.е

д.
Пролиферация

Миграция



222

ЦИТОЛОГИЯ  том 61  № 3  2019

ХОРОЛЬСКАЯ и др.

онную активность использованных клеточных
линий в условиях 2D-культивирования.

Влияние Dll4-Fc на морфологию пласта эндотелио-
цитов в условиях 3D-культивирования in vitro. Резуль-
таты прижизненного наблюдения за клетками ли-
нии ECV-304 на 12-е сут культивирования на поверх-
ности коллагеновых гелей в присутствии Dll4-Fc в
составе питательной среды представлены на рис. 2.
Как можно видеть на представленных фотографиях, в
контрольном варианте клетки распластаны на по-
верхности коллагенового геля, но монослой не сфор-
мировали; часть клеток мигрирует внутрь геля. В ва-
рианте с присутствием Dll4-Fc в питательной среде в
концентрации 100 нг/мл клетки линии ECV-304 на
12-е сут культивирования на поверхности коллаге-
нового геля сформировали монослой; наблюдается
миграция отдельных клеток внутрь геля. На поверх-
ности геля выявлено формирование клетками ка-
пилляроподобной структуры.

Влияние рекомбинантного белка Dll4-Fc на форми-
рование капиллярной сети в процессе раневого зажив-
ления in vivo. В ходе анализа гистологических препа-
ратов биоптатов регенерирующей ткани, получен-
ных через 5 сут после трансплантации, было
показано, что число капилляров на площади 1 мм2 в
экспериментальной группе “ЭД + HUVEC + Dll4-Fc”
статистически значимо отличалось от контроля.
Число капилляров при таком сочетании компонен-
тов было значительно больше по сравнению с груп-
пой контроля, в которой наблюдали процессы спон-

танного заживления (рис. 3). Какого-либо непосред-
ственного влияния самого Dll4-Fc в комбинации
“ЭД + Dll4-Fc” не выявлено. Анализ гистологиче-
ских препаратов биоптатов, полученных через 10 сут
после трансплантации, показал, что на 10-е сут ка-
пилляров было больше, чем на 5-е сут, и во всех груп-
пах стало примерно одинаковым (рис. 3), т.е. ангио-
генез в экспериментальных группах на этом сроке
уже не имел отличий от контрольной группы.

ОБСУЖДЕНИЕ

Сигнальный путь Notch представляет собой эво-
люционно консервативный сигнальный путь, кото-
рый регулирует различные клеточные процессы –
пролиферацию, дифференцировку, миграцию и
клеточную смерть. Dll4/Notch-сигналинг – много-
факторный процесс, регулирующий несколько эта-
пов ангиогенеза (Suchting et al., 2007). Вариабельность
ответа на активацию Notch зависит от нескольких
факторов, например, концентрации лиганда и ре-
цептора, клеточного типа и окружения. Важную
роль в ответе клеток на лиганд Dll4 играет положе-
ние клеток относительно друг друга, так как этот ли-
ганд является трансмембранным белком, а активация
рецепторов Notch происходит при непосредственном
контакте клеток друг с другом (Benedito et al., 2009). В
условиях 2D-культивирования эндотелиальные
клетки представляют собой монослойную культуру,

Рис. 2. Клетки линии ECV-304 через 12 сут культивирования на поверхности коллагенового геля в контроле (а) и в присут-
ствии 100 нг/мл Dll4-Fc в питательной среде (б). 
а – клетки распластаны, но монослой не сформировали; б – клетки сформировали монослой, кроме того, на поверхности ге-
ля видно формирование клетками капилляроподобных структур (стрелки). Фазово-контрастная микроскопия. Масштабная
линейка: 200 мкм.
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и их функциональная активность может значитель-
но отличаться от таковой в условиях in vivo.

Нами были получены результаты, которые свиде-
тельствуют о том, что в условиях 2D-культивирования
ингибитор Dll4/Notch сигнального пути растворимый
рекомбинантный белок Dll4-Fc (100 и 200 нг/мл) не
оказывает влияния на пролиферативную и миграци-
онную активность эндотелиальных клеток линий
HUVEC-56 и ECV-304. Полученные данные не про-
тиворечат тому, что описано в литературе.

В результате исследований влияния рекомби-
нантного белка Dll4-Fc на клетки линии ECV-304 в
условиях 3D-культивирования на поверхности кол-
лагенового геля было выявлено формирование клет-
ками капилляроподобных структур. Эти данные мо-
гут свидетельствовать о том, что ингибирование
Dll4/Notch-сигналинга с использованием раствори-
мого рекомбинантного белка Dll4-Fc может пози-
тивно сказаться на способности эндотелиальных
клеток организовывать сосудистые структуры и, тем
самым, способствовать прорастанию сосудистых
структур. Рядом авторов также было показано, что
эндотелиальные клетки формируют капилляропо-
добные структуры при использовании различных
матриц, таких как фибриновые гели, коллаген-гли-
козамингликановые скаффолды, матрицы на основе
полиэтиленгликоля и гиалуроновой кислоты (Mon-
tano et al., 2010; Chwalek et al., 2014).

В результате исследования влияния белка Dll4-Fc,
содержащегося в составе ЭД, на формирование ка-
пиллярной сети в процессе заживления ран у крыс
наблюдается усиление ангиогенеза уже на 5-е сут в
группе с нанесением ЭД совместно с эндотелиоци-
тами и белком Dll4-Fс. Можно предположить, что
внесение в рану именно комбинации всех трех ком-
понентов (ЭД, HUVEC и Dll4-Fc) оказывает влияние

на ускорение формирования капилляров, что можно
видеть по гистологии биоптатов, взятых на 5-е сут. К
10-м суткам число капилляров выросло во всех груп-
пах, при этом ангиогенез в контроле и в эксперимен-
тальных группах был равнозначным. Следует отме-
тить, что спонтанное заживление кожных поврежде-
ний у крыс в норме происходит на 10–14-е сут.

Использование клеточных продуктов при различ-
ных осложнениях может оказаться мало эффектив-
ным из-за недостатка ростовых факторов, кислорода
и привносимых питательных веществ. Ускорение
формирования и нормального функционирования
кровеносных капилляров в поврежденной области в
таких случаях может оказаться необходимым усло-
вием для эффективной репарации поврежденной
ткани.

Известно, что Dll4-Fc способен стимулировать
ангиогенез в области раневого заживления (Trindade
et al., 2012), а также, что эндотелиальные клетки ока-
зывают позитивное влияние на процессы образова-
ния капиллярных структур при включении их в кле-
точные продукты (Tremblay et al., 2005), однако по-
зитивное влияние применения клеточного продукта
ЭД в комбинации с эндотелиалными клетками и
Dll4-Fc на процессы образования сосудов в области
заживления было показано впервые.

Работа выполнена при финансовой поддержке
Российского фонда фундаментальных исследований
(проект 15-29-04852/15-офи-м).
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EFFECT OF A RECOMBINANT SOLUBLE Dll4-Fc ON FUNCTIONAL ACTIVITY 
OF ENDOTHELIAL CELLS IN VITRO AND VASCULARIZATION IN VIVO
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It is well known, that the restoration of the microvasculature system is obligatory during of wound healing processes.
Increased angiogenesis in damaged tissue can positively affect the speed and quality of its recovery. In this study, the
role of soluble recombinant protein Dll4-Fc in functional activity of HUVEC, HUVEC-56 and ECV-304 in a two-
dimensional (2D) and three-dimensional (3D) culture system in vitro and capillary network formation during
wound healing in rats in vivo was investigated. The aim is the possible use of Dll4-Fc in the development of biomed-
ical cell-based products, which could stimulate the growth of blood vessels in damaged organs and tissues. It was
shown that in 2D-cultivation system Dll4-Fc does not affect the proliferative and migratory activity of endothelio-
cytes. However, the positive effect of Dll4-Fc on the morphology of the endothelial cell layer and the formation of
capillary-like structures was revealed in 3D-cultivation system with ECV-304 cells on the surface of a collagen gel.
For the first time, the positive effect of the use of “Equivalent dermal ED” in a composition with HUVEC and Dll4-
Fc on the formation of vessels in vivo during the healing process was shown.

Keywords: Notch signaling, Dll4-Fc protein, angiogenesis, endothelial cells, dermal fibroblasts, dermal equivalent,
tissue engineering
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