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ВВЕДЕНИЕ 

Актуальность темы исследования 

Эндотелиальные клетки, формирующие внутреннюю выстилку 

кровеносных сосудов, играют ключевую роль в обеспечении их атромбогенности 

и контроле сосудистого тонуса для регуляции артериального давления [81]. 

Выделяя широкий спектр молекул с вазоактивным, ангиогенным, 

провоспалительным, про- и противофибротическим действием, эндотелиальные 

клетки принимают активное участие в ангиогенезе и регенерации, в том числе 

после ишемического повреждения [145]. Ишемия, дислипидемия, ожирение, 

гипергликемия, уремия и гиперфосфатемия [82], распространенные у пациентов с 

мультифокальным атеросклерозом, сахарным диабетом и хронической болезнью 

почек, стимулируют патологическую активацию эндотелиальных клеток, которая 

сопровождается патологическим повышением проницаемости эндотелия, 

увеличением выделения цитокинов в кровоток и миграцией лейкоцитов в стенку 

кровеносных сосудов [147]. Провоспалительная дисфункция эндотелия 

способствует развитию хронического системного воспаления, ускоряющего 

развитие артериальной гипертензии и синдрома старческой астении, и является 

одним из триггеров развития атеросклероза [51]. Специфические пусковые 

факторы также могут вызывать протромботическую активацию эндотелия, 

которая сопровождается выделением мультимеров фактора фон Виллебранда и 

способствует развитию тромбоза и его жизнеугрожающих осложнений [101]. 

Значительное количество эндотелиальных клеток в организме человека (по 

различным оценкам, от 1 до 60 триллионов) и их непосредственный контакт с 

кровотоком подчеркивают патофизиологическую и клиническую значимость 

дисфункции эндотелия [140]. 

Эндотелиальные клетки артерий, вен и сосудов микроциркуляторного русла 

характеризуются молекулярной гетерогенностью вследствие различных 

параметров потока крови, различного парциального давления кислорода и 
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углекислого газа и различной жесткости внеклеточного матрикса в зависимости 

от типа сосуда [105]. Примером клинической значимости гетерогенности 

эндотелиальных клеток является распространенность атеросклероза коронарных 

артерий, являющегося причиной ишемической болезни сердца, и устойчивость к 

атеросклерозу внутренних грудных артерий, применяемых в качестве кондуитов 

для коронарного шунтирования [97]. На фоне старения населения и повышения 

распространенности коморбидных состояний у пациентов с болезнями системы 

кровообращения [131] все более актуальной задачей становится анализ 

закономерностей развития дисфункции эндотелия в артериях, венах и сосудах 

микроциркуляторного русла, а также в коронарной и внутренней грудной 

артерии. 

Степень разработанности темы исследования 

Ранее было показано, что дисфункция эндотелия у пациентов с COVID-19 

[185], сахарным диабетом [153] и ишемическим инсультом [56] сопровождается 

повышением концентрации циркулирующих индуцибельных эндотелиальных 

молекул клеточной адгезии (VCAM1 и E-селектина), а также фактора фон 

Виллебранда. Данные исследования позволяют предположить диагностическую 

ценность растворимых форм эндотелиальных рецепторов в качестве возможных 

маркеров дисфункции эндотелия. Естественное старение эндотелиальных клеток 

в культуре сопровождается нарушением их барьерной функции [53], сниженной 

ангиогенной активностью, а также развитием окислительного [126] и 

эндоплазматического [74] стресса.  

Выделяемые эндотелиальными клетками провоспалительные цитокины 

являются одними из основных молекулярных медиаторов, определяющих 

патологический ответ эндотелия на воздействие различных факторов риска и 

ускоряющих прогрессирование болезней системы кровообращения и 

коморбидных состояний [111]. Ассоциированный со старением секреторный 

фенотип эндотелиальных клеток характеризуется повышенным выделением 

цитокинов и хемокинов [186]. Возможность выделения первичных 

эндотелиальных клеток из большой подкожной вены, внутренней грудной 
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артерии и сосудов микроциркуляторного русла подкожной жировой ткани 

пациентов с ишемической болезнью сердца при коронарном шунтировании 

позволяет исследовать их функциональную активность при провоспалительной 

активации и определить патофизиологическую значимость их гетерогенности. 

Предполагается, что устойчивость внутренней грудной артерии к развитию 

атеросклероза обусловлена сочетанием ламинарного кровотока, исходно высоким 

базальным уровнем выделяемых вазодилататоров и резистентностью 

эндотелиальных клеток внутренней грудной артерии к влиянию повреждающих 

факторов [62]. Идентичность содержания атерогенных липопротеинов в крови, 

циркулирующей в коронарной и внутренней грудной артерии, позволяет 

предположить избыточность провоспалительной активации эндотелиальных 

клеток коронарной артерии при воздействии пусковых факторов дисфункции 

эндотелия в качестве одной из основных причин склонности коронарной артерии 

к развитию атеросклеротического поражения.  

Цель исследования – установить особенности функциональной активности 

эндотелиальных клеток клапанов сердца, артерий, вен и сосудов 

микроциркуляторного русла у пациентов с ишемической болезнью сердца и 

эндотелиальных клеток различных артерий при моделировании 

провоспалительной активации эндотелия in vitro для разработки алгоритма 

определения последствий его дисфункции. 

Задачи исследования: 

1. Оценить уровень экспрессии генов и определить спектр 

провоспалительных цитокинов, выделяемых эндотелиальными клетками 

аортального клапана пациентов с аортальным стенозом, а также эндотелиальными 

клетками большой подкожной вены, внутренней грудной артерии и сосудов 

микроциркуляторного русла подкожной жировой ткани у пациентов с 

ишемической болезнью сердца. 

2. Определить уровень экспрессии генов и спектр провоспалительных 

цитокинов, синтезируемых и выделяемых эндотелиальными клетками коронарной 
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артерии и внутренней грудной артерии в базальном состоянии и при 

патологической активации in vitro. 

3. Установить изменения качественного и количественного состава 

молекул, синтезируемых и выделяемых эндотелиальными клетками коронарной 

артерии и эндотелиальными клетками внутренней грудной артерии в 

культуральную среду при моделировании провоспалительной дисфункции 

эндотелия. 

4. Разработать алгоритм определения последствий дисфункции 

эндотелия на основе выявления патогенетически значимых функциональных 

классов эндотелиальных молекул в эксперименте. 

Научная новизна исследования 

Впервые выявлено, что в культуре клеток больных ишемической болезнью 

сердца эндотелиальные клетки внутренней грудной артерии характеризуются 

наиболее высокой провоспалительной активностью, определяемой повышенной 

экспрессией генов цитокинов CSF2, CSF3, CCL2, CCL20 и CXCL10, в сравнении с 

эндотелиальными клетками большой подкожной вены и микроциркуляторного 

русла подкожной жировой ткани. Впервые показано, что наибольший вклад в 

провоспалительную активацию эндотелиальных клеток внутренней грудной 

артерии, большой подкожной вены и сосудов микроциркуляторного русла 

подкожной жировой ткани вносят хемокины CCL2, CXCL8, CXCL1 и MIF, а 

также пентраксин-3 и интерлейкин-6. 

Определено, что при дисфункции эндотелиальных клеток коронарной 

артерии и внутренней грудной артерии экспрессия генов 24 из 40 

провоспалительных цитокинов повышается более чем в 1,5 раза. Впервые 

установлено, что полученные из поражаемой атеросклерозом артерии 

эндотелиальные клетки коронарной артерии обладают более высокой 

предрасположенностью к провоспалительной активации в сравнении с 

полученными из устойчивой к развитию атеросклероза артерии внутренней 

грудной артерии. 
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Показано, что провоспалительная активация эндотелиальных клеток 

коронарной артерии и внутренней грудной артерии сопровождается повышением 

содержания маркеров эндотелиального фенотипа в микроокружении в сочетании 

со снижением их синтетической и секреторной активности. 

Впервые предложен алгоритм определения последствий дисфункции 

эндотелия при ее моделировании в эксперименте по патогенетически значимым 

функциональным классам эндотелиальных молекул (провоспалительные 

цитокины и молекулы клеточной адгезии, маркеры эндотелиального фенотипа, 

компоненты эндотелиальной базальной мембраны и субэндотелиального 

внеклеточного матрикса, молекулы сигнальных путей ангиогенеза, 

протромботической активации, окислительного и эндоплазматического стресса) в 

рамках анализа транскриптомных и протеомных данных. 

Теоретическая и практическая значимость работы 

Полученные данные расширяют представления о патогенетических 

механизмах развития дисфункции эндотелия, обозначая связь между 

провоспалительной активацией эндотелия и патологическим повышением 

содержания рецепторных маркеров эндотелиального фенотипа в микроокружении 

в сочетании со снижением выделения компонентов эндотелиальной базальной 

мембраны и субэндотелиального внеклеточного матрикса, а также указывая на 

молекулярные закономерности развития нарушений гомеостаза в эндотелиальных 

клетках коронарной артерии в сравнении с эндотелиальными клетками 

внутренней грудной артерии. Установлен перечень цитокинов, синтезируемых и 

выделяемых эндотелиальными клетками аортального клапана, большой 

подкожной вены, коронарной артерии, внутренней грудной артерии и сосудов 

микроциркуляторного русла подкожной жировой ткани в базальном состоянии и 

при дисфункции эндотелия, рекомендуемый к определению при анализе 

провоспалительной активации эндотелия. В экспериментальную практику отдела 

экспериментальной медицины Федерального государственного бюджетного 

научного учреждения «Научно-исследовательский институт комплексных 

проблем сердечно-сосудистых заболеваний» (НИИ КПССЗ) и научно-
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исследовательскую работу студентов КемГУ внедрены новые 

патофизиологические подходы к анализу транскриптомных и протеомных данных 

для идентификации последствий дисфункции эндотелия. 

Методология и методы исследования 

Протоколы экспериментов, регламент сбора биоматериала и методики 

исследования были одобрены Локальным этическим комитетом НИИ КПССЗ 

(протоколы заседания № 9 от 10.09.2021 г. и заседания № 7 от 16.09.2024 г.). 

Исследование было выполнено в соответствии со стандартами надлежащей 

клинической практики (Good Clinical Practice) и принципами Хельсинкской 

декларации (2013). В работе были использованы моделирование дисфункции 

эндотелия на первичных культурах эндотелиальных клеток аортального клапана, 

большой подкожной вены, коронарной артерии, внутренней грудной артерии и 

сосудов микроциркуляторного русла подкожной жировой ткани путем 

добавления к ним кальципротеиновых частиц, анализ генной экспрессии 

методами количественной полимеразной цепной реакции после обратной 

транскрипции и полнотранскриптомного секвенирования, анализ качественного и 

количественного состава синтезируемых и выделяемых в культуральную среду 

белков методами дот-блоттинга, многопараметрического количественного 

анализа при помощи конъюгированных с антителами магнитных микросфер и 

ультравысокоэффективной жидкостной хроматографии, совмещенной с 

тандемной масс-спектрометрией, биоинформатический анализ транскриптомных 

и протеомных данных в единой среде разработки RStudio (версия 2025.09.0) с их 

интерпретацией при помощи поискового инструмента DAVID 

(https://davidbioinformatics.nih.gov/tools.jsp) и баз данных Gene Ontology 

(https://geneontology.org/) и Reactome (https://reactome.org/), а также критерии 

непараметрической статистики. 

Основные положения, выносимые на защиту 

1. Гетерогенность эндотелиальных клеток различных кровеносных 

сосудов у пациентов с ишемической болезнью сердца определяет механизмы 

https://davidbioinformatics.nih.gov/tools.jsp
https://geneontology.org/
https://reactome.org/
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провоспалительной активации, наиболее выраженной в эндотелиальных клетках 

артерий. 

2. Эндотелиальные клетки поражаемой атеросклерозом коронарной 

артерии обладают более высокой предрасположенностью к провоспалительной 

активации при моделировании дисфункции эндотелия. 

3. Патогенетически значимым фактором провоспалительной активации 

коронарной и внутренней грудной артерии при моделировании дисфункции 

эндотелия является снижение их синтетической и секреторной активности в 

сочетании с выделением маркеров эндотелиального фенотипа. 

Степень достоверности результатов 

О достоверности результатов диссертационного исследования 

свидетельствуют большой объем экспериментального материала, широкий спектр 

выполненных исследований, многократные повторы экспериментов, 

использование современных методов исследования и статистической обработки 

полученных результатов. 

Апробация материалов диссертации 

Результаты диссертационного исследования доложены и обсуждены на 90-м 

Конгрессе Европейского общества атеросклероза (22-25 мая 2022, г. Милан, 

Италия), 10-м Форуме молодых кардиологов Российского кардиологического 

общества «Движение вверх» (22-23 июня 2023, г. Кемерово), 92-м Конгрессе 

Европейского общества атеросклероза (26-29 мая 2024, г. Лион, Франция), 

Всероссийской научно-практической конференции «Кардиология на марше 2024» 

и 64-й сессии Национального медицинского исследовательского центра 

кардиологии имени академика Е.И. Чазова Минздрава России (4-6 июня 2024, г. 

Москва), конференции «Биохимия человека 2024» (17-19 октября 2024, г. 

Москва), Международном конгрессе «От науки к практике в кардиологии и 

сердечно-сосудистой хирургии» (7-8 ноября 2024, г. Кемерово), 15-й школе 

«Системная биология и биоинформатика» (25-30 ноября 2024, г. Новосибирск), 

93-м Конгрессе Европейского общества атеросклероза (4-7 мая 2025, г. Глазго, 

Соединенное Королевство), 12-м Форуме молодых кардиологов Российского 
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кардиологического общества «Кардиология: на стыке Европы и Азии» (30-31 мая, 

г. Самара), 4-й Всероссийской конференции «Высокопроизводительное 

секвенирование в геномике» (22-27 июня 2025, г. Новосибирск), 3-й 

Всероссийской конференции «Фундаментальные аспекты атеросклероза: научные 

исследования для совершенствования технологий персонализированной 

медицины» (10 октября 2025, г. Новосибирск), Всероссийской научно-

практической конференции с международным участием «Экспериментальная 

медицина» (16-17 октября 2025, г. Санкт-Петербург). 

Личный вклад соискателя 

Анализ литературы по теме диссертации, определение цели и задач 

исследования, разработка дизайна исследования и протоколов экспериментов, 

получение клеточных культур и проведение экспериментов, анализ и 

интерпретация результатов экспериментов, биоинформатический анализ и 

статистическая обработка данных, подготовка статей по теме диссертации, 

доклады по результатам исследования и написание диссертационной работы 

выполнены лично автором. 

Публикации 

Соискатель имеет по теме диссертации 12 опубликованных научных работ, 

из них 8 – в журналах, рекомендованных ВАК при Министерстве науки и 

высшего образования Российской Федерации и входящих в Белый список, в том 

числе 8 работ в рецензируемых изданиях, индексируемых в базе данных Scopus, 4 

– в базе данных Web of Science. 

Объём и структура работы 

Диссертация изложена на 152 страницах, состоит из введения, 3 глав (с 4 

подглавами в главе 3, посвященной результатам исследования и их обсуждению), 

заключения, выводов и списка цитируемой литературы, включающего 199 

источников. Работа иллюстрирована 25 таблицами и 5 рисунками. 
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ГЛАВА 1. ПРЕДПОСЫЛКИ ПАТОФИЗИОЛОГИЧЕСКОЙ ЗНАЧИМОСТИ 
МОЛЕКУЛЯРНОЙ ГЕТЕРОГЕННОСТИ ЭНДОТЕЛИАЛЬНЫХ КЛЕТОК 

(ОБЗОР ЛИТЕРАТУРЫ) 

1.1. Функции эндотелиальных клеток (ЭК) и последствия нарушений 
эндотелиального гомеостаза  

ЭК формируют внутреннюю выстилку кровеносных и лимфатических 

сосудов, обеспечивая их атромбогенность, контролируя их проницаемость для 

макромолекул и форменных элементов крови, а также регулируя тонус сосудов 

для поддержания физиологических параметров артериального давления [66, 105, 

130, 134, 194]. Помимо этого, ЭК играют незаменимую роль в формировании 

кровеносных сосудов de novo (васкулогенезе) и новых кровеносных сосудов из 

уже имеющихся (ангиогенезе) [25, 66, 105, 130, 134, 194]. Воздействие 

биомеханических (напряжение сдвига, циклическое растяжение) и 

биохимических (лиганд-рецепторные взаимодействия, колебания газового состава 

крови) сигналов стимулирует юкстакринное (контакт-зависимое) и паракринное 

взаимодействие ЭК с гладкими миоцитами артерий, вен, артериол и венул, а 

также с перицитами капилляров, способствуя поддержанию сосудистого 

гомеостаза [66, 105, 127, 130, 134, 194]. Вследствие большого количества ЭК в 

организме человека (по различным оценкам, от 1 до 60 триллионов), их высокой 

секреторной активности и их непосредственного контакта с кровотоком ЭК 

играют одну из главных ролей в функционировании системы кровообращения 

[66, 105, 130, 134, 194]. Выделяемый ЭК в местный и системный кровоток 

широкий спектр ангиокринных молекул непосредственно влияет на 

сократительную способность гладких миоцитов, а также на функционирование 

других органов [66, 105, 130, 134, 194]. 

Дисфункция ЭК является пусковым фактором развития атеросклероза 

(способствуя повышению проницаемости эндотелиального монослоя для липидов 

и иммунных клеток) [102], основной причиной развития микро- и 
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макроангиопатии при сахарном диабете [27, 102, 109, 120] и хронической болезни 

почек (в результате потери атромбогенности в сочетании с провоспалительной 

активацией) [51], а также вносит существенный вклад в развитие хронического 

низкоинтенсивного системного стерильного воспаления при патологическом 

старении (несоответствии биологического возраста хронологическому) [33, 119], 

вследствие избыточного выделения провоспалительных цитокинов [41, 152]. В 

настоящее время дисфункцию ЭК рассматривают как один из ведущих 

этиологических факторов патологических процессов, в конечном счете 

приводящих к развитию наиболее распространенных болезней системы 

кровообращения – артериальной гипертензии [102], в том числе легочной [29, 

129], ишемической болезни сердца [102], ишемической кардиомиопатии [18, 102], 

хронической сердечной недостаточности [102], хронической ишемии головного 

мозга [102], заболеваний периферических артерий [76], тромбоза глубоких вен 

[198] и стеноза аортального клапана сердца [47]. В качестве показательного 

примера патофизиологической и клинической важности дисфункции ЭК также 

можно привести тромботические последствия новой коронавирусной инфекции 

(COVID-19), вызываемой поражающим ЭК вирусом SARS-CoV-2 [5, 137, 189]. 

При этом устойчивость ЭК к развитию дисфункции рассматривают как один из 

ключевых факторов, необходимых для поддержания гомеостаза кровеносных 

сосудов [99]. Различия биомеханических и биохимических условий 

функционирования ЭК артерий, ЭК вен и ЭК сосудов микроциркуляторного 

русла, накапливающиеся по мере старения организма нарушения гомеостаза 

различных сосудистых бассейнов и способствующие развитию дисфункции 

эндотелия коморбидные состояния естественным образом приводят к 

молекулярной гетерогенности ЭК. 

1.2. Понятие о молекулярной гетерогенности ЭК 

Гетерогенность является неотъемлемой чертой живых систем на всех 

уровнях организации – от различных видов при макроэволюции до генетических 
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различий расположенных друг рядом с другом клеток, принадлежащих к одной 

популяции [7, 66, 105, 194]. Хотя биоразнообразие в целом как феномен является 

необходимым для выживания организмов и для их приспособления к постоянно 

изменяющимся условиям окружающей среды, функциональная значимость 

структурной гетерогенности зачастую остается неясной. Подходы к изучению 

молекулярной гетерогенности клеточных популяций in vivo и in vitro включают в 

себя исследование эпигенома, генома, транскриптома, протеома и метаболома при 

помощи различных высокопроизводительных методов (полнотранскриптомное 

секвенирование, жидкостная и газовая хромато-масс-спектрометрия). При этом 

молекулярная гетерогенность на одном из указанных уровней регуляции не 

обязательно отражает функциональную гетерогенность на другом – к примеру, 

гетерогенность на уровне транскриптома не обязательно влечет за собой 

аналогичные изменения содержания различных белков. Изначально несколько 

абстрактное, понятие гетерогенности может быть упорядочено в виде 

качественных и количественных различий экспрессии генов и содержания белков 

внутри молекулярных категорий, отражающих развитие тех или иных 

биологических (в том числе патофизиологических) процессов [7, 66, 105, 194]. 

В процессе эволюции ЭК впервые появляются у хордовых животных 

(надкласса круглоротых – миног и миксин) [195]. Уже на данной эволюционной 

ступени отмечается молекулярная гетерогенность, различный профиль 

гликозилирования поверхностных рецепторов и различная лектин-связывающая 

способность ЭК артерий, ЭК вен и ЭК капилляров [195]. Дальнейшая эволюция 

хордовых потребовала более выраженной специализации ЭК, и уже у класса 

пресмыкающихся (аллигаторов и черепах) отмечается внутриорганная 

гетерогенность ЭК аэроцитарного подтипа и канонических ЭК капилляров 

альвеол [55]. Несмотря на схожесть основных характеристик, in vivo ЭК обладают 

значительной структурной и молекулярной гетерогенностью вследствие различий 

напряжений сдвига и циклического растяжения в артериях, артериолах, 

капиллярах, венулах, венах и лимфатических сосудах [7, 37, 43]. Вариабельность 

данных параметров обеспечивает молекулярную гетерогенность ЭК даже внутри 
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различных сегментов одного и того же сосуда (к примеру, в дуге аорты, 

нисходящей аорте и в области бифуркации аорты); считается, что даже 

находящиеся друг рядом с другом ЭК могут обладать существенными различиями 

[7, 66, 105, 194]. Еще большей гетерогенностью обладают дисфункциональные 

ЭК, которые могут иметь целый ряд патологических фенотипов: с повышенной 

или пониженной способностью к ангиогенезу, синтезу вазодилататоров, 

провоспалительных цитокинов, белков внеклеточного матрикса (ВКМ), в том 

числе базальной мембраны (БМ) и компонентов гликокаликса [9, 17, 24, 25, 102].  

Внедрение в научно-исследовательскую практику технологий 

секвенирования одиночных клеток позволило принципиально повысить 

разрешение исследований молекулярной гетерогенности ЭК [43], однако вместе с 

этим данная технология обладает лишь ограниченными возможностями для 

анализа функциональных последствий этого феномена. Изучение 

патофизиологической значимости молекулярной гетерогенности ЭК является 

одним из актуальных вопросов фундаментальной кардиологии, требуя сочетания 

моделирования патологических (в частности, коморбидных) состояний с 

биоинформатическим анализом полнотранскриптомных и протеомных данных. 

При этом для такого моделирования могут быть использованы как культуры ЭК 

различных направлений дифференцировки (ЭК артерий, ЭК вен и ЭК сосудов 

микроциркуляторного русла), так и ЭК сосудов с различной склонностью к 

развитию патологических состояний – к примеру, ЭК атерочувствительной 

коронарной артерии (КА) и ЭК атерорезистентной внутренней грудной артерии 

(ВГА). Влияние молекулярной гетерогенности ЭК на патологические процессы 

может быть оценено по выраженности экспрессии генов или содержания белков 

патогенетически значимых молекулярных категорий (в частности, по количеству 

молекул, относящихся к тем или иным категориям, в составе перечня из 

определенного количества наиболее экспрессируемых молекул). Так как 

юкстакринное, паракринное и системное влияние дисфункциональных ЭК в 

значительной степени обусловлено их патологической активацией и 

выделяемыми в микроокружение и системный кровоток провоспалительными 

https://pmc.ncbi.nlm.nih.gov/articles/PMC10022871/#cvac018-B3
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молекулами, также представляется целесообразным определение различий 

профилей цитокинов, выделяемых ЭК клапанов сердца, ЭК артерий, ЭК вен и ЭК 

сосудов микроциркуляторного русла. При этом следует отметить необходимость 

сопоставления данных, полученных при анализе генной экспрессии и при 

полуколичественном или количественном измерении собственно цитокинов в 

культуральной среде. Потенциальную патофизиологическую значимость 

гетерогенности дисфункциональных ЭК подчеркивают данные о возможности 

управления фенотипом иных клеточных популяций, составляющих элементы 

системы кровообращения – гладких миоцитов, фибробластов, клапанных 

интерстициальных клеток или адипоцитов [112, 127, 136, 191], а также 

форменных элементов крови [72] при помощи выделяемых ЭК молекул (к 

примеру, провоспалительных цитокинов или стимулов различных направлений 

дифференцировки). Сокультивирование указанных клеточных популяций 

непосредственно с ЭК или с кондиционированной средой от ЭК способно 

изменять их фенотип с физиологического на патологический или в обратную 

сторону [136], что может быть использовано не только в патофизиологических 

исследованиях [145], но и в регенеративной медицине [152], а также в 

экспериментальной медицине, в том числе фармакологии [103]. Концепция 

использования эндотелиального секретома (совокупности выделяемых ЭК 

молекул) и феномена гетерогенности ЭК в тканевой инженерии и 

экспериментальной терапии при моделировании патологических состояний в 

настоящее время находится в состоянии развития. 

Фенотипирование и характеризация выделяемых из биологических тканей 

ЭК (в особенности ЭК взрослых пациентов с сочетанием нескольких 

патологических состояний) требует детального анализа закономерностей пан-

эндотелиальной дифференцировки, а также дифференцировки ЭК в клапанном, 

артериальном, венозном и микрососудистом направлениях, включая 

рассмотрение последствий ее нарушения. Определение специфичных 

молекулярных признаков ЭК клапанов сердца, ЭК артерий, ЭК вен и ЭК 

микроциркуляторного русла является обязательным условием для моделирования 
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воздействия повреждающих факторов и для последующего анализа вклада 

молекулярной гетерогенности ЭК в развитие дисфункции эндотелия. 

1.3. Общие закономерности дифференцировки ЭК  

Все ЭК имеют мезодермальное происхождение и независимо от 

направления своей дифференцировки с самого начала эмбрионального развития 

экспрессируют набор общих (пан-эндотелиальных) маркеров: белок 

межклеточных контактов VE-кадгерин (CDH5), рецепторы к фактору роста 

эндотелия сосудов (VEGFR1 и VEGFR2), тирозинкиназные рецепторы TIE1 и 

TIE2 и транскрипционные факторы FLI1 и ERG [2, 63]. На ранней стадии 

эмбрионального развития (между E7,5 и E8,5 на модели эмбриона мыши) 

дифференцировка ЭК мыши индуцируется транскрипционным фактором ETV2 по 

сигнальному пути циклического аденозинмонофосфата и протеинкиназы A [65]. 

Приблизительно на середине эмбрионального периода экспрессия ETV2 

прекращается, и управление поддержанием и развитием эндотелиального 

фенотипа переходит под контроль конститутивно экспрессируемых пан-

эндотелиальных транскрипционных факторов ERG и FLI1 [63]. Делеция гена Fli1 

или Erg на стадии эмбрионального развития мыши является летальной [63]. 

Эндотелийспецифическая делеция гена Erg у взрослых мышей не приводит к их 

гибели, однако приводит к нарушениям коагуляции – причем как к спонтанным 

тромбозам, так и к кровотечениям – а также к провоспалительной активации 

эндотелия, в то время как делеция Fli1 в ЭК не приводит к развитию 

патологического фенотипа [149]. Сочетанная экспрессия генов Erg и Fli1 у 

взрослых мышей и в ЭК человека необходима для экспрессии ряда других 

эндотелиальных транскрипционных факторов (SOX17, TAL1, GATA2, HOPX, 

FOXC2, MEF2C и SOX7) [63]. Таким образом, правомерно говорить о 

принципиальной важности транскрипционного фактора ETV2 для 

эмбрионального развития ЭК и о важности транскрипционных факторов ERG и 

FLI1 для функционирования ЭК во взрослом возрасте. Знания о 
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транскрипционной регуляции ЭК (запуск экспрессии транскрипционного фактора 

ETV2 с последующей индукцией экспрессии транскрипционных факторов ERG и 

FLI1) используются для репрограммирования других клеточных популяций (в том 

числе индуцированных плюрипотентных стволовых клеток) в эндотелиальном 

направлении дифференцировки [63]. Выполнение различных эндотелиальных 

транскрипционных программ (экспрессия ключевых для функционирования ЭК 

наборов генов) требует сочетанного функционирования пан-эндотелиальных 

транскрипционных факторов ERG и FLI1 и транскрипционных факторов, 

специфичных для различных подтипов ЭК [96]. Далее следует рассмотреть 

особенности дифференцировки и фенотипа ЭК артерий, ЭК вен и ЭК капилляров. 

1.4. Дифференцировка ЭК различных кровеносных сосудов 

1.4.1. Дифференцировка ЭК артерий и ЭК вен 

Независимо от того, идет ли речь о формировании кровеносных сосудов de 

novo или о ветвлении новых кровеносных сосудов из уже имеющихся, 

дифференцировка ЭК артерий контролируется через сигнальный путь Notch 

посредством соответствующих транскрипционных факторов HEY1, HEY2 и 

HES1, дифференцировка ЭК вен – через транскрипционный фактор COUP-TFII, 

лимфатическая – через транскрипционный фактор PROX1 [23, 37, 48, 151]. VEGF 

активирует ангиогенез, в то время как активация сигнального пути Notch 

замедляет формирование новых сосудов [23, 25, 28, 141]. При этом роль данных 

сигнальных путей не ограничивается дифференцировкой в артериальном или 

венозном направлении, также подразумевая прямое влияние на клеточный цикл и 

метаболизм [150]. В процессе формирования новых кровеносных сосудов поток 

крови запускает инициируемый напряжением сдвига сигнальный путь Notch и 

синтез белка щелевых межклеточных контактов коннексина-37 [150], что в 

совокупности индуцирует экспрессию ингибитора циклин-зависимой киназы 

CDKN1B, останавливающей клеточный цикл и активирующей экспрессию генов 

https://pmc.ncbi.nlm.nih.gov/articles/PMC9533272/#CR110
https://pmc.ncbi.nlm.nih.gov/articles/PMC9533272/#CR110
https://pmc.ncbi.nlm.nih.gov/articles/PMC9533272/#CR28
https://pmc.ncbi.nlm.nih.gov/articles/PMC9533272/#CR28
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артериального направления дифференцировки [150]. Аналогичная связь 

замедления пролиферации и артериального направления дифференцировки ЭК 

наблюдается при развитии сердца, причем в этом случае для ее запуска в 

одиночных ЭК даже не требуется воздействия пульсирующего потока [49]. 

Эксперименты по отслеживанию дальнейшей дифференцировки указанных ЭК 

выявили формирование ими КА [49]. 

Активация сигнального пути Notch ускоряет процесс дифференцировки ЭК 

в артериальном направлении, а гиперэкспрессия транскрипционного фактора 

COUP-TFII блокирует его [23, 28, 49]. ЭК на поздней стадии G1-фазы клеточного 

цикла являются более чувствительными к стимуляции трансформирующим 

фактором роста β1 (TGF-β1), что выражается в более быстрой экспрессии 

артериоспецифичных генов в сравнении с клетками на ранней стадии G1-фазы в 

аналогичных условиях [86]. Исследования на карповых рыбах Danio rerio 

выявили активацию сигнального пути Notch на конце формирующегося 

кровеносного сосуда в «кончиковых ЭК» и реципрокное повышение экспрессии 

хемокинового рецептора cxcr4a в следующих за «кончиковыми клетками» ЭК, что 

приводило к их присоединению к близлежащим артериолам и артериям [86]. 

Аналогичные молекулярные взаимодействия наблюдали в сетчатке мышей, где 

также наблюдали повышение экспрессии сигнального пути Notch, рецептора 

Cxcr4 и ускоренную миграцию ЭК при формировании сосудов артериального 

русла [70]. Данные секвенирования одиночных клеток также продемонстрировали 

сходство транскрипционных профилей «кончиковых» ЭК с артериальным 

направлением дифференцировки и профилем генной экспрессии ЭК артерий, 

поддерживая гипотезу о происхождении последних [192, 199]. 

Помимо сигнального пути Notch, остановка клеточного цикла и запуск 

артериальной транскрипционной программы в «кончиковых ЭК» сетчатки мышей 

и сплетениях коронарных сосудов также запускается при помощи сигнального 

пути митоген-активируемой протеинкиназы [70, 199]. Наиболее высокая 

экспрессия VEGF на стадии эмбрионального развития сетчатки и миокарда была 

выявлена именно в формирующихся артериях [199]. Искусственная индукция 

https://pmc.ncbi.nlm.nih.gov/articles/PMC9533272/#CR28
https://pmc.ncbi.nlm.nih.gov/articles/PMC9533272/#CR28
https://pmc.ncbi.nlm.nih.gov/articles/PMC9533272/#CR28
https://pmc.ncbi.nlm.nih.gov/articles/PMC9533272/#CR28
https://pmc.ncbi.nlm.nih.gov/articles/PMC9533272/#CR36
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гиперэкспрессии VEGFR2 или Notch в отдельных ЭК останавливала клеточный 

цикл, замедляла интенсивность внутриклеточного метаболизма и ускоряла их 

дифференцировку в артериальном направлении [49, 199]. В совокупности данные 

работы показывают связь артериального направления эндотелиальной 

дифференцировки с остановкой или замедлением клеточного цикла ЭК в 

эмбриональном периоде, что соответствует экспериментальным наблюдениям 

медленной и недолгой пролиферации зрелых ЭК артерий в условиях организма 

человека (в отличие от условий in vitro после их выделения) [141]. Активно 

пролиферирующие ЭК характеризуются экспрессией генов венозного 

направления дифференцировки в раннем периоде G1-фазы клеточного цикла, в то 

время как ЭК с низкой пролиферативной активностью экспрессируют гены, 

кодирующие специфичные для артерий маркеры [75]. 

Транскрипционный профиль вен существенно отличается от такого в 

артериях; большинство данных о венозном направлении дифференцировки 

получено в результате экспериментов на эмбрионах лабораторных животных на 

ранних сроках развития [132, 178]. Развитие вен подразумевает активацию 

фосфоинозитид-3-киназного сигнального пути и экспрессию транскрипционного 

фактора COUP-TFII [132, 178]. К формированию первых вен эмбриона и у Danio 

rerio, и у лабораторных мышей приводит индукция генной экспрессии по 

сигнальному пути костных морфогенетических белков BMP/SMAD [132, 178]. 

Данное открытие было сделано в результате идентификации веноспецифичной 

энхансерной последовательности гена рецептора B-типа к эфрину Ephb4 и 

участков связывания белков SMAD1 и SMAD5, которые также регулируют 

экспрессию генов, ответственных за дифференцировку в венозном направлении. 

Ген Bmp4 характеризуется достаточно выраженной экспрессией в клетках вокруг 

ранних вен, также экспрессирующих ген соответствующего рецептора Bmpr1a 

[142]. Делеция генов Smad4 или Bmpr1a в ЭК мышей приводила к потере 

экспрессии генов Ephb4 и Nr2f2 (кодирующего транскрипционный фактор COUP-

TFII) и подавляла дифференцировку ЭК в венозном направлении [142]. Анализ 

участков связывания транскрипционного фактора COUP-TFII с энхансерными 

https://pmc.ncbi.nlm.nih.gov/articles/PMC9533272/#CR6
https://pmc.ncbi.nlm.nih.gov/articles/PMC9533272/#CR63
https://pmc.ncbi.nlm.nih.gov/articles/PMC9533272/#CR63
https://pmc.ncbi.nlm.nih.gov/articles/PMC9533272/#CR63
https://pmc.ncbi.nlm.nih.gov/articles/PMC9533272/#CR64
https://pmc.ncbi.nlm.nih.gov/articles/PMC9533272/#CR64
https://pmc.ncbi.nlm.nih.gov/articles/PMC9533272/#CR64
https://pmc.ncbi.nlm.nih.gov/articles/PMC9533272/#CR64
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последовательностями ДНК показал его экспрессию в областях веноспецифичных 

энхансеров (большинство из которых располагалось недалеко от активно 

экспрессируемых генов клеточного цикла) и отсутствие таковой в областях 

артериоспецифичных энхансерных последовательностей [100]. При изучении 

развития головного мозга и аорты удалось выявить активно делящиеся ЭК с 

профилем генной экспрессии, характерным для дифференцировки в венозном 

направлении, что подтверждает гипотезу об ее связи с ускоренной пролиферацией 

[192]. 

Биомеханическое воздействие потока крови естественным образом 

способствует миграции ЭК в направлении вен, при этом в норме 

транскрипционная программа и профиль синтезируемых белков ЭК вынуждают 

их двигаться против направления потока – то есть в направлении артерий [141]. 

Ингибирование сигнальных путей костных морфогенетических белков, эндоглина 

или SMAD4 частично блокирует врожденную склонность эндотелиальных клеток 

мигрировать против направления потока [73]. Такое генетическое или 

фармакологическое вмешательство приводит к развитию артериовенозных 

мальформаций, то есть к формированию прямых шунтов между артериями и 

венами в отсутствие формирования капилляров [40]. Было показано, что 

гиперэкспрессия эндоглина и белка Dach1 усиливает исходную способность ЭК 

мигрировать против течения потока (то есть в артериальное, а не в венозное 

русло), причем искусственное повышение синтеза белка Dach1 приводит к 

усилению ангиогенного ветвления в артериальном русле и к повышению 

количества артериальных ветвей [64]. Потеря рецепторов WNT5A и WNT11 

приводила к увеличению поляризации ЭК и их миграции против направления 

потока [133], что вызывало регрессию отдельных сплетений микрососудов внутри 

сосудистой сети [71]. Фармакологическая индукция миграции ЭК в артериальное 

русло может рассматриваться как один из вероятных способов клеточно-

ориентированной терапии ишемической болезни сердца (ИБС), хронической 

ишемии головного мозга и заболеваний периферических артерий [64]. 

https://pmc.ncbi.nlm.nih.gov/articles/PMC9533272/#CR32
https://pmc.ncbi.nlm.nih.gov/articles/PMC9533272/#CR32
https://pmc.ncbi.nlm.nih.gov/articles/PMC9533272/#CR32
https://pmc.ncbi.nlm.nih.gov/articles/PMC9533272/#CR32
https://pmc.ncbi.nlm.nih.gov/articles/PMC9533272/#CR32
https://pmc.ncbi.nlm.nih.gov/articles/PMC9533272/#CR61
https://pmc.ncbi.nlm.nih.gov/articles/PMC9533272/#CR61
https://pmc.ncbi.nlm.nih.gov/articles/PMC9533272/#CR62
https://pmc.ncbi.nlm.nih.gov/articles/PMC9533272/#CR62
https://pmc.ncbi.nlm.nih.gov/articles/PMC9533272/#CR62
https://pmc.ncbi.nlm.nih.gov/articles/PMC9533272/#CR62
https://pmc.ncbi.nlm.nih.gov/articles/PMC9533272/#CR60
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К типичным маркерам артериального направления дифференцировки ЭК 

принято относить транскрипционные факторы сигнального пути Notch (HEY1, 

HEY2 и HES1), белки щелевых контактов GJA4 и GJA5, эфрин B2, семафорин 3G 

и рецептор NOTCH4 [23, 50, 55, 151], к типичным маркерам венозного 

направления дифференцировки ЭК – транскрипционный фактор COUP-TFII, 

рецептор к эфрину EPHB4, атипичный хемокиновый рецептор 1 (ACKR1) и 

сосудистую молекулу клеточной адгезии VCAM1 [50]. В ЭК артерий особенно 

выражена экспрессия различных транскрипционных факторов, в ЭК вен и ЭК 

капилляров – экспрессия генов антиоксидантной защиты и трансэндотелиальных 

молекулярных транспортеров; это может быть использовано в разработке 

подходов к направленной доставке лекарственных препаратов и к повышению 

эффективности их проникновения через гематоэнцефалический барьер [36]. 

1.4.2. Дифференцировка ЭК капилляров 

В сравнении с ЭК артерий и ЭК вен о развитии и регуляции 

функционирования ЭК капилляров известно существенно меньше. Исходно ЭК 

капилляров являются менее дифференцированными, чем ЭК артерий или ЭК вен; 

степень дифференцировки и транскрипционная программа ЭК капилляров в 

значительной степени определяется их анатомической локализацией, примером 

чего являются различия строения капилляров различных органов [39, 108, 159, 

162]. К примеру, ЭК капилляров головного мозга, формирующие 

гематоэнцефалический барьер, характеризуются плотными межклеточными 

контактами для ограничения транспорта молекул из крови [2, 4, 6, 21], в то время 

как ЭК капилляров почечных клубочков имеет широкие «окна», называемые 

фенестрами, для обеспечения фильтрации крови в пространство Боумена-

Шумлянского (начальный отдел почечных канальцев) [50]. Несмотря на то, что 

капилляры составляют абсолютное большинство кровеносных сосудов, единого 

маркера ЭК капилляров не было выявлено даже при помощи секвенирования 

одиночных клеток и применения эпигенетических подходов [38, 50, 116, 172]. 

https://pmc.ncbi.nlm.nih.gov/articles/PMC10022871/#cvac018-B38
https://pmc.ncbi.nlm.nih.gov/articles/PMC9533272/#CR70
https://pmc.ncbi.nlm.nih.gov/articles/PMC9533272/#CR70
https://pmc.ncbi.nlm.nih.gov/articles/PMC9533272/#CR70
https://pmc.ncbi.nlm.nih.gov/articles/PMC9533272/#CR70
https://pmc.ncbi.nlm.nih.gov/articles/PMC9533272/#CR2
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Такие результаты могут быть связаны с тем, что ЭК внутри одного капилляра 

располагаются вдоль «артериовенозного градиента», вследствие чего их фенотип 

и транскрипционная программа изменяются соответствующим образом; данный 

феномен был впервые выявлен при изучении ЭК капилляров головного мозга и 

далее подтвержден при исследовании ЭК капилляров сердца [159], а также ЭК 

капилляров эмбрионов мышей и человека [39, 108, 162]. Интересно, что клетки 

стенки сосудов микроциркуляторного русла не показывают подобной 

транскрипционной закономерности; к примеру, гладкие миоциты артериол резко 

сменяются перицитами на границе артериол и капилляров и у мышей, и у 

человека [35]. Потеря контактов между перицитами и ЭК также ассоциирована с 

утратой ЭК капиллярного фенотипа и приобретения ими фенотипа, характерного 

для вен [158]. 

В то время как ЭК артерий и ЭК вен различных органов морфологически и 

функционально сходны между собой, эндотелий капилляров отличается 

значительным разнообразием, что позволяет условно разделить капилляры на три 

морфологических подтипа: непрерывные, фенестрированные (окончатые) и 

прерывистые [38, 50, 116]. Капилляры непрерывного подтипа, характерные для 

головного мозга, сердца и крупных артерий, имеют плотные межэндотелиальные 

контакты для минимизации проницаемости сосудов и тщательной регуляции 

водно-солевого обмена между кровью и тканями [2, 4, 6, 21, 38, 50, 116]. 

Фенестрированные капилляры, имеющие длинные и широкие фенестры в 

плазматической мембране ЭК, наблюдаются в почечных клубочках (где 

обеспечивают фильтрацию крови при образовании первичной мочи в сочетании с 

регуляцией кислотно-основного, водно-солевого и электролитного обмена), в 

ворсинках кишечника (способствуя всасыванию питательных веществ) и в 

поджелудочной железе (обеспечивая метаболизм и выделение гормонов) [50, 94]. 

Прерывистые капилляры со значительными промежутками между ЭК 

обеспечивают экстравазацию липопротеиновых и кальципротеиновых частиц, а 

также миграцию гемопоэтических и иммунных клеток и присутствуют в печени, 

костном мозге и селезенке [50].  
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В отличие от ЭК артерий и ЭК вен, ЭК капилляров обладают достаточно 

большим потенциалом для ремоделирования и адаптации к изменению 

функционирования различных органов, в том числе в патологических условиях 

[38, 116, 171, 187]. Это находит свое отражение при различных патологиях: в 

частности, при кавернозных мальформациях головного мозга наиболее 

выраженные транскрипционные изменения происходят именно в ЭК капилляров, 

в то время как ЭК артерий остаются интактными [125]. В особенности изменчив 

молекулярный профиль ЭК синусоидных капилляров печени, которые постоянно 

подвергаются воздействию тех или иных факторов метаболического или 

токсического стресса (в частности, при химической трансформации 

ксенобиотиков), в том числе в результате транзиторной бактериемии (временного 

проникновения в кровоток представителей кишечной микрофлоры и ее белков) 

[177]. Тканеспецифический профиль ЭК также определяется экспрессией 

различных транскрипционных факторов. К примеру, ЭК почечных клубочков 

экспрессируют транскрипционные факторы TBX3, GATA5, PBX1 и PRDM1 [128], 

ЭК синусоидных капилляров печени – транскрипционные факторы GATA4, 

MEIS2 и c-MAF, рецептор маннозы С-типа (MRC1), стабилин-1 и стабилин-2 [54, 

171, 177], ЭК капилляров миокарда – транскрипционный фактор WT1 [77], а ЭК 

капилляров альвеол – транскрипционные факторы TBX2, TCF4 и SOX37 [55, 95], 

при этом ЭК аэроцитарного подтипа экспрессируют карбоангидразу 4 (CAR4) и 

рецептор типа B к эндотелину (EDNRB), а канонические ЭК капилляров альвеол - 

рецептор к апелину [95]. Развитие ЭК аэроцитарного подтипа в значительной 

степени зависит от выделения VEGF альвеолоцитами 1 типа [95]. ЭК капилляров 

головного мозга отличаются высоким содержанием белка плотных контактов 

клаудина-5 [2, 21, 163]. Хотя единый маркер капиллярного направления 

дифференцировки так и не был идентифицирован, к типичным маркерам ЭК 

капилляров можно отнести карбоангидразу 4, регулятор клеточного цикла RGCC, 

транскрипционный фактор HEY1 и рецептор PAR4 [163]. 

Наибольшие различия генной экспрессии наблюдаются между ЭК артерий и 

ЭК вен; кластеризация ЭК артерий, артериол, капилляров, венул и вен при 
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секвенировании одиночных клеток соответствует различиям биомеханических 

параметров потока, значений артериального давления и биохимических 

параметров газового состава циркулирующей крови в этих сосудах [171]. Тем не 

менее, несмотря на вышеуказанные различия между ЭК артерий, вен и 

капилляров, молекулярная гетерогенность ЭК различных направлений 

дифференцировки существенно ниже таковой в различных органах, поскольку 

при секвенировании одиночных клеток ЭК артерий, вен, капилляров и 

лимфатических сосудов относятся к единому макрокластеру независимо от органа 

[37, 171]. 

1.5. Общие закономерности органоспецифичности ЭК 

Во взрослом организме структурное и фенотипическое разнообразие ЭК 

между тканями и органами является следствием различия функций, необходимых 

для поддержания местного гомеостаза [36]. Исследование 11 органов крысы [171] 

и 12 органов мыши [166] при помощи транскриптомного анализа одиночных 

клеток привело к созданию атласа молекулярной гетерогенности ЭК в 

физиологических условиях [171]. К примеру, ЭК печени и селезенки 

характеризуются более выраженной экспрессией генов молекул сигнальных путей 

иммуномодуляции и расщепления макромолекул, а ЭК сердца и скелетных мышц 

– экспрессией генов трансмембранных транспортеров [54, 171]. Экспрессия генов 

в ЭК различных тканей зависит от специфических транскрипционных факторов 

[171]. В ЭК печени и селезенки более экспрессированы транскрипционные 

факторы семейства GATA, в ЭК легких – транскрипционный фактор Foxf1, в ЭК 

скелетных мышц – сигнальный путь Pparg [54, 171]. 

Принято считать, что ЭК различных органов (сердца, головного мозга, 

легких, печени и мышц) имеют тканеспецифичные маркеры, хотя их 

несоответствие между различными исследованиями пока что ограничивает их 

патофизиологическую ценность. Тем не менее, наличие органоспецифичных 

подтипов ЭК в целом сомнений не вызывает [154, 166, 171]. Органоспецифичная 
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специализация ЭК кровеносных сосудов более выражена, чем ЭК лимфатических 

сосудов, которые при секвенировании одиночных клеток формируют единый 

кластер вне зависимости от анатомического расположения [37, 166]. 

Гетерогенность ЭК в значительной степени обусловлена различными 

транскрипционными программами ЭК капилляров, имеющих существенные 

различия в зависимости от органа, в то время как ЭК артерий и ЭК вен различных 

органов более схожи между собой [154, 171]. Старение головного мозга также 

больше влияет на ЭК капилляров, чем на ЭК артерий или ЭК вен [41, 55]. 

Профили генной экспрессии ЭК органов со специализированными капиллярами 

(головной мозг, печень, легкие и почки) имеют значительные различия, в то время 

как физиологические транскрипционные программы ЭК сердца, скелетных мышц, 

диафрагмы, молочной железы и жировой ткани частично пересекаются [94, 173, 

187]. Хотя ЭК различных органов имеют одни и те же сигнальные пути 

индивидуального развития (включая сигнальные пути метаболизма и 

цитокинового ответа), экспрессия регулируемых данными путями генов между 

органами существенно различается [151, 154, 166, 171]. Внутри одного органа ЭК 

также обладают выраженной молекулярной гетерогенностью: к примеру, внутри 

коркового и мозгового слоев почки были детектированы 24 различные 

субпопуляции ЭК [165]; аналогичные результаты были получены при анализе ЭК 

капилляров различных отделов легкого [55]. При бронхолегочной дисплазии в ЭК 

аэроцитарного подтипа наблюдается повышенная экспрессия генов компонентов 

сигнального пути TGF-β, а также сопряженный с развитием фиброза 

эндотелиально-мезенхимальный переход (ЭндоМТ) [157]. Именно у пациентов с 

бронхолегочной дисплазией, а также с хронической обструктивной болезнью 

легких [59] было показано, что большинство патологических изменений 

происходит именно в ЭК капилляров, а не в ЭК артерий или ЭК вен (иными 

словами, именно ЭК капилляров содержат условный «транскрипционный 

резервуар» эндотелиальной пластичности) [157]. 
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1.6. Влияние пола и возраста на гетерогенность ЭК 

Взрослые самцы и самки мышей имеют значительные различия в профиле 

генной экспрессии и распределении эндотелия по субпопуляциям в головном 

мозге, сердце и легких [166]. Одним из наиболее ярких примеров таких гендерных 

различий является экспрессия гена Lars2, кодирующего митохондриальную 

лейцил-тРНК-синтетазу. При сравнении 3-месячных и 18-месячных мышей также 

отмечалось выраженное увеличение экспрессии гена Lars2 у молодых самцов в 

сравнении с возрастными самцами (у которых наблюдалась повышенная 

экспрессия генов S100a8 и S100a9) и с самками [181]. Однако в иных органах 

профиль экспрессии генов ЭК у самцов и самок мышей значимо не отличался. 

Значительно более выраженными являются возраст-зависимые изменения 

эндотелиального фенотипа. Сравнение транскриптомов ЭК сердца 3-месячных и 

18-месячных мышей выявило нарушения паракринной регуляции между ЭК и 

фибробластами сердца (в частности, подавление ангиогенной активности ЭК 

синтезируемыми фибробластами серпинами, ингибиторами сериновых протеаз), а 

также молекулярные признаки провоспалительной активации ЭК у возрастных 

животных [193]. Транскриптомный анализ ЭК головного мозга молодых (2-3 

месяца) и возрастных (18-20 месяцев) мышей также выявил активацию 

провоспалительных генов (Arhgap5, Pak2, Rdx, Gng5, Cdkn1a, Hnrnpk), генов 

компонентов гематоэнцефалического барьера (Afdn, Ctnna1, Iqgap1, Cgnl1, Nedd4, 

Ocln) и генов метаболизма (Cox6c, Cox7b, Ucp2, Hmgcs2, Pea15a) в ЭК 

капилляров возрастных животных [55]. ЭК общего подтипа микрососудов легких 

возрастных мышей (в отличие от ЭК аэроцитарного подтипа) также имели 

повышенную экспрессию фактора фон Виллебранда (VWF) [55]. Более широкий 

анализ ЭК 5 различных органов возрастных (18-месячных) мышей показал 

повышенную экспрессию генов иммунного ответа в сравнении с молодыми 

мышами [169]. В совокупности эти данные позволяют предположить 

гетерогенность различных популяций ЭК в процессе старения и вклад данного 

феномена в развитие артериальной гипертензии, атеросклероза и болезни 
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Альцгеймера. Именно вкладу молекулярной гетерогенности ЭК в развитие 

патологических состояний и будут посвящены последующие разделы анализа 

современного состояния проблемы. 

1.7. Вклад гетерогенности ЭК в развитие патологических состояний 

Характерной чертой ряда заболеваний является изменение относительного 

соотношения различных подтипов ЭК. В частности, образцы кожи пациентов с 

атопическим дерматитом или псориазом содержат повышенное количество и 

большую долю ЭК посткапиллярных венул [67]. У пациентов с идиопатическим 

фиброзом легких повышена доля ЭК в околобронхиальной ткани в сравнении с 

пациентами с хронической обструктивной болезнью легких или условно 

здоровыми субъектами, при этом в участках высокой концентрации ЭК 

наблюдается бронхиолизация (формирование эктопических очагов эпителия 

малых дыхательных путей в альвеолах) и фиброз [167]. Развитие ишемии 

миокарда вызывает тенденцию к преобладанию определенных клонов ЭК, 

которые имеют повышенную экспрессию гена мембрансвязанного белка Plvap, 

регулирующего пролиферацию и ангиогенез [170]. Аналогичный процесс 

наблюдается при регенерации аорты [87] и печени [57] после повреждения, при 

этом молекулярный профиль ЭК может несколько изменяться – в частности, в 

крупных сосудах печени наблюдается повышение доли CD157-положительных 

ЭК [57], а в аорте – ЭК, экспрессирующих прогениторный маркер Ly6a/Sca1 и 

транскрипционный фактор Aft3 [87]. В ЭК цирротической печени также можно 

выделить специфические популяции, в которых преобладает экспрессия генов 

компонентов ВКМ и провоспалительных цитокинов [83, 144, 182]. Следует 

отметить, что с повышением экспрессии генов провоспалительных цитокинов 

ассоциированы даже относительно легкие изменения, ассоциированные с 

турбулентным потоком в дуге или бифуркации аорты [88] или развитием 

атеросклероза [89, 102]. 
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Важную роль в обеспечении гетерогенности эндотелия in vivo имеет 

контекст-зависимое воздействие различных провоспалительных стимулов на ЭК. 

При ламинарном потоке в ЭК наблюдается повышенная экспрессия 

атеропротективных транскрипционных факторов KLF2 и KLF4, при 

турбулентном потоке – провоспалительных транскрипционных факторов NF-κB, 

AP1, STAT1 и TEAD1 [161]. Было показано, что введение провоспалительного 

агента оксазолона в периферические лимфоузлы мышей приводит к повышению 

экспрессии провоспалительных генов Sele и Cxcl9 в ЭК венул [160]; аналогичная 

провоспалительная активация была выявлена в ЭК аэроцитарного подтипа легких 

мышей [157]. При болезни Альцгеймера в ЭК наблюдается повышенная 

экспрессия генов MHC I класса [175], а при легочной гипертензии – генов MHC II 

класса [29, 164]. Провоспалительная активация ЭК является типичным явлением в 

аорте ApoE-нокаутных мышей по причине турбулентного потока, постепенно 

развивающегося вследствие атеросклероза [88]. Архетипичным и для ЭК, и для 

воспаления процессом является ангиогенез, активность которого существенно 

изменяется при различных патологиях [25]. Развитие системного склероза 

сопровождается снижением экспрессии генов, обеспечивающих формирование 

капилляров [155], а гипероксия – повышением экспрессии генов, кодирующих 

анти-ангиогенные молекулы [157]. Напротив, активация про-ангиогенных генов 

наблюдается при болезни Альцгеймера [175], циррозе печени [54, 83, 174, 182] и 

отдельных подтипах ЭК капилляров при легочной гипертензии [29, 164]. При 

этом в цирротической печени данная активация зависела от пораженного 

сегмента и была ограничена синусоидными ЭК [54, 83, 174, 182]. В большинстве 

случаев физиологический ангиогенез подразумевает формирование БМ, которое 

напрямую зависит от синтеза компонентов ВКМ [25]. Повышение в ЭК 

экспрессии генов, кодирующих белки ВКМ, наблюдается при циррозе печени [54, 

83, 174, 182], злокачественных опухолях (к примеру, раке легкого [45] и раке 

простаты [161]) и системном склерозе [155]. 

Еще одним молекулярным источником гетерогенности ЭК является 

ЭндоМТ, который происходит с различной интенсивностью при разных 
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патологических процессах, включая болезни системы кровообращения [90], в 

частности, кальцинирующий аортальный стеноз [58], атеросклероз в крупных 

артериях человека и атеросклероз аорты мышей, вызванный турбулентным 

потоком [88] или сочетанием врожденной гиперлипидемии и богатой липидами 

диеты у ApoE-нокаутных (ApoE−/−) мышей [89]. Активация генов синтеза ВКМ 

через 7 дней после индуцированного инфаркта миокарда у мышей отражала 

идущий ЭндоМТ, приводя к увеличению доли клеток с переходными формами 

[156]. При этом в модели постишемической дисметаболической дисфункции 

эндотелия ЭндоМТ был обратимым [156], в отличие от модели атеросклероза – 

вероятно, вследствие хронического, а не острого воздействия стимула [88, 89]. 

Потеря тканеспецифичных функций ЭК может приводить к нарушению 

гомеостаза соответствующих органов, в то время как восстановление 

органотипических сигналов может ускорить процесс восстановления. 

Исследования на различных моделях повреждения легких мышей показали, что 

внутривенное введение ЭК микрососудов легких способствовало регенерации 

легочной ткани, в то время как введение ЭК синусоидных капилляров печени не 

вызывало подобного эффекта [69]. Утрату экспрессии тканеспецифичных 

маркеров ЭК капилляров (к примеру, соответствующих транскрипционных 

факторов), а также вазомоторных и метаболических сигналов можно наблюдать 

при длительном культивировании ЭК из различных тканей и органов (к примеру, 

сердца, печени, легких или почек) [113]. Сходные молекулярные последствия 

наблюдаются при циррозе печени, который приводит к снижению экспрессии 

транскрипционных факторов c-Maf и GATA4 и потере ЭК синусоидных 

капилляров печени тканеспецифичного транскрипционного профиля [177]. Это, в 

свою очередь, приводит к патологической капилляризации, потере прерывистости 

и фенестр в ЭК и усугублению печеночной недостаточности [54, 83, 144, 182]. ЭК 

центральных вен печеночных долек и воротной вены при циррозе печени также 

теряют характерный фенотип и подвергаются дедифференцировке с 

приобретением общих веноспецифических маркеров ЭК, подтверждая гипотезу о 

патологическом влиянии выраженных патологий органов на исходную 
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гетерогенность эндотелия [54, 83, 144, 182]. Сравнительный анализ молекулярных 

профилей ЭК нормальных и фиброзированных легких не выявил выраженной 

потери тканеспецифичного фенотипа ЭК артерий, ЭК вен и ЭК капилляров, 

однако обнаружил атипичную популяцию расположенных в околобронхиальной 

ткани ЭК, экспрессирующих маркеры дифференцировки в венозном направлении 

[167]. Данные наблюдения подтверждают большую чувствительность 

специализированных ЭК капилляров различных органов к патологическим 

воздействиям в сравнении с ЭК артерий и ЭК вен. 

1.8. Влияние микроокружения на гетерогенность ЭК при 
патологических состояниях 

1.8.1. Влияние биомеханических факторов 

ЭК обладают достаточно высокой пластичностью, позволяющей им 

адаптироваться к физиологическим потребностям различных тканей и 

одновременно обусловливающей наличие молекулярного резервуара 

гетерогенности [60]. Тканеспецифичные эндотелиальные транскрипционные 

программы часто регулируются по сигнальному пути Wnt и транскрипционными 

факторами семейств GATA, HOX и LIM [192]. Из внешних стимулов на 

гетерогенность ЭК капилляров различных органов наиболее выраженным 

влиянием обладает напряжение сдвига, жесткость окружающих тканей и состав 

органоспецифичного ВКМ [16, 26, 60, 98]. В частности, мягкие ткани печени 

характеризуются напряжением сдвига величиной 4-6 дин/см2 и жесткостью ВКМ 

в 6 кПа, которое способствует увеличению экспрессии CD31 и механосенсорных 

ионных каналов Piezo1, TRPV2 и TRPV4, а также фенестрации ЭК синусоидных 

капилляров [98]. Помимо биомеханического воздействия, экспрессия 

механосенсорных ионных каналов Piezo1, TRPV2 и TRPV4 модулируется 

монооксидом азота (NO), вазопрессином и апелином [118]. Ткани головного мозга 

также обладают низкой жесткостью, но высоким напряжением сдвига [21, 138]. 
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Формирование тканеспецифичной проницаемости или плотных 

межэндотелиальных контактов в значительной степени зависит от синтеза белка 

PLVAP, ассоциированного с везикулами плазмалеммы и способствующего 

фенестрации ЭК, и рецептора к нетрину UNC5B, способствующего 

формированию плотных контактов [91]. Данные сигнальные пути играют 

ведущую роль в определении органоспецифичной микрососудистой 

проницаемости [91]. К примеру, в ЭК капилляров головного мозга с плотными 

контактами отмечается преобладание экспрессии UNC5B над PLVAP, а в ЭК 

капилляров желез внутренней секреции с фенестрированным эндотелием 

наблюдается обратная ситуация [91]. 

Органоспецифичность ЭК капилляров в значительной степени определяется 

качественным и количественным составом ВКМ, поскольку выделение ЭК 

сопровождается быстрой утратой большинства органотипических сигнатур [60, 

192]. Культивирование ЭК в условиях потока и их сокультивирование со 

стромальными клетками того же органа имитирует естественное напряжение 

сдвига и приводит к частичному восстановлению веноспецифичных признаков 

[192]. Выделение органоспецифичных ЭК и их сокультивирование в выделенном 

из других органов ВКМ приводит к приобретению ими признаков ЭК данных 

органов [192]. К примеру, ЭК из надпочечников приобретают фенестры при 

культивировании на почечном матриксе [192]. ЭК капилляров головного мозга 

мыши экспрессируют компонент гематоэнцефалического барьера P-гликопротеин 

в присутствии матрикса, выделенного из головного мозга, но не легких, почек или 

печени [192]. В присутствии астроцитов ЭК капилляров головного мозга 

формируют межклеточные контакты высокой плотности, характерные для 

гематоэнцефалического барьера [2, 192]. Заселение децеллюляризированного 

ВКМ печени ЭК пупочной вены человека вызывало экспрессию некоторые 

специфичных для печени маркеров ЭК (в частности, Lyve1) [60, 179]. На 

основании вышеуказанного можно предположить, что патологические изменения 

ВКМ (к примеру, фиброз) способствуют развитию дисфункции эндотелия сосудов 

микроциркуляторного русла [61]. Сохранение адаптивного потенциала ЭК 



33 
 

капилляров является одной из обязательных предпосылок для сохранения 

гомеостаза различных органов, играя важную роль в обеспечении целостности 

гематоэнцефалического барьера и водно-солевого обмена в головном мозге, 

поддержании белкового и ионного баланса в почечных клубочках, всасывании 

питательных веществ в кишечнике и метаболизме питательных веществ и 

метаболитов в печени. 

1.8.2. Влияние биохимических (юкстакринных и паракринных) 

факторов 

Окружающие ЭК клеточные популяции и сами ЭК обладают реципрокным 

и контекст-зависимым воздействием друг на друга, а юкстакринные или 

паракринные взаимодействия паренхиматозных клеток и ЭК играют ключевую 

роль в приобретении последними тканеспецифичного фенотипа. К примеру, 

паракринные взаимодействия между опухоль-ассоциированными макрофагами и 

ЭК приводят к стимуляции ангиогенеза и ускорению метастазирования [187]. 

Аналогичный про-ангиогенный эффект, ассоциированный с дестабилизацией 

фиброзной покрышки атеросклеротической бляшки, наблюдался и при 

взаимодействии миелоидных клеток и ЭК в рамках сигнального пути 

PDGF/PDGFRB [89, 102]. Напротив, сокультивирование кондиционированной 

среды от фибробластов сердца возрастных крыс с ЭК снижало их ангиогенную 

активность [193]. Субпопуляции ЭК сердца экспрессируют ряд генов, 

специфичных для кардиомиоцитов, а экспрессия ЭК синусоидных капилляров 

печени относительно схожа с таковой у близлежащих гепатоцитов [166]. 

Функциональные последствия данных молекулярных взаимодействий в 

значительной степени остаются неясными; известно, что профиль экспрессии ЭК 

капилляров головного мозга в значительной степени зависит от паракринного 

взаимодействия нижележащих перицитов и изменяется после их гибели, 

сопровождающей развитие нейродегенеративных заболеваний [4, 6, 21, 158]. 
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Выделяемые ЭК ангиокринные факторы играют важную роль в 

функционировании окружающих клеток [104]. Выделение лиганда Wnt2 [177] и 

гепатоцитарного фактора роста (HGF) ЭК синусоидных капилляров печени 

ускоряет ее регенерацию [168]. Выделяемый гепатоцитами стромально-клеточный 

фактор (SDF-1α/CXCL12) способствует экспрессии способствующих регенерации 

печени ангиокринных факторов в результате взаимодействия с эндотелиальным 

рецептором CXCR7, в то время как хронизация активации рецептора CXCR4 

хемокином CXCL12 увеличивает экспрессию профибротических факторов TGF-β 

и эндотелина-1 [69]. Данный пример показательно иллюстрирует молекулярную 

пластичность ЭК синусоидных капилляров печени и ее важность для 

поддержания гомеостаза, репаративных и патологических процессов данного 

органа. Выделение эпидермального фактора роста, костных морфогенетических 

белков, лигандов семейства Wnt и MMP-14 ЭК легочной ткани способствует 

восстановлению альвеол, а выделение нейрегулина-1, агрина и лиганда 

сигнального пути Notch DLL4 ЭК капилляров миокарда ускоряет его регенерацию 

[168]. Восстановление тканей головного мозга после ишемического повреждения 

в значительной степени обеспечивается выделяемыми соответствующими ЭК 

нейротрофином-3, нейротрофическим фактором мозга, бетацеллюлином, 

серпином F1 и лигандом сигнального пути Notch Jagged1 [168]. Говоря о 

метаболической гетерогенности эндотелия, также следует отметить то, что 

транспорт липидов и глюкозы из циркулирующей крови в ткани и органы зависит 

от молекулярного профиля мембранных транспортеров ЭК капилляров, состав 

которых существенно различается между различными органами [122]. 

Метаболизм сердца, печени, поджелудочной железы, скелетных мышц и жировой 

ткани в большей степени зависит от жирных кислот [93], метаболизм головного 

мозга – от глюкозы и эффективности ее транспорта [106, 109]. 

В печени важную роль в регуляции фенотипа ЭК синусоидных капилляров 

играет костный морфогенетический белок 9, выделяемый звездчатыми клетками, 

который связывается с соответствующим рецепторами BMPR2 на мембране ЭК и 

индуцирует экспрессию транскрипционных факторов GATA4 и c-Maf [176, 177]. 
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Стимуляция ЭК синусоидных капилляров печени in vitro рекомбинантным BMP9 

поддерживает формирование фенестр и экспрессию транскрипционного фактора 

GATA4 [54, 177]. Помимо костных морфогенетических белков, звездчатые клетки 

и холангиоциты выделяют и ряд других молекул, модулирующих 

функционирование ЭК синусоидных капилляров: VEGF-B, VEGF-C, TGF-β), 

матриксные металлопротеиназы, ангиопоэтиноподобные белки (ANGPTL1 и 

ANGPTL4) и тромбоцитарный фактор роста (PDGF) [176]. В дополнение к VEGF-

A и VEGF-B резидентные макрофаги печени (клетки Купфера) продуцируют 

тромбоспондины и эпирегулин, также поддерживающие гомеостаз синусоидных 

ЭК печени. Сокультивирование звездчатых клеток и ЭК после их выделения из 

пораженной циррозом печени ускоряет синтез коллагена звездчатыми клетками 

[54, 83, 144, 182]. 

В почках структурно-функциональная (в том числе метаболическая) 

специализация ЭК поддерживается за счет тщательного регулируемого 

взаимодействия между факторами роста (VEGF-A и VEGF-B) и 

соответствующими пан-эндотелиальными рецепторами (VEGFR1 и VEGFR2) 

[128, 165], а также апелина и соответствующих рецепторов (APLNR) [188]. 

Подоциты почечных клубочков выделяют большое количество VEGF-A, костных 

морфогенетических белков, ANGPTL1, ANGPTL4, тромбоспондина и 

семафоринов, которые в совокупности индуцируют экспрессию 

транскрипционных факторов TBX3, GATA5, PRDM1 и PBX1 и способствуют 

формированию фенестр в высокоспециализированных капилляров почечных 

клубочков [128, 165]. Эпителиальные клетки проксимальных канальцев почек 

также выделяют VEGF-B, PDGF-C, ANGPTL3 и тромбоспондины, резидентные 

макрофаги почек – VEGF-B, PDGF-C и TGF-β, а интерстициальные клетки почек 

– VEGF-B, PDGF-A, MMP2 и MMP14, регулирующие метаболизм и ангиогенные 

функции околоканальцевых капилляров [187]. В то же время остается неясным, 

какие качественные и количественные сочетания данных молекул управляют 

дифференцировкой ЭК почечных капилляров и поддерживают их гетерогенность.  

https://pmc.ncbi.nlm.nih.gov/articles/PMC10022871/#cvac018-B59
https://pmc.ncbi.nlm.nih.gov/articles/PMC10022871/#cvac018-B59
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В отношении ЭК микроциркуляторного русла других внутренних органов 

следует отметить ЭК желез внутренней секреции, продуцирующих гормоны 

стероидной природы (яичников, яичек, надпочечников и плаценты), которые 

экспрессируют рецептор к прокинетицину-1 и вследствие этого отвечают на 

воздействие прокинетицина-1 и VEGF-A [115]. В свою очередь, ЭК головного 

мозга также характеризуются селективным ответом рецептора FGFR1 на FGF-4, а 

не на FGF-2 [44], в то время как выделение Wnt7a нейроэпителиальными 

клетками [121] усиливает экспрессию клаудинов и окклюдинов (белков плотных 

контактов), содействуя поддержанию гематоэнцефалического барьера [184]. 

Выделяемые кардиомиоцитами факторы регулируют синтез агрина ЭК сосудов 

миокарда [42], а механическое растяжение легких и содержание кислорода в них – 

выделение ЭК капилляров альвеол BMP-4 и эпидермального фактора роста, 

способствующих регенерации легочной ткани [92].  

Помимо околососудистых и стромальных клеток, ЭК взаимодействуют с 

тканеспецифичными резидентными иммунными клетками (в частности, клетками 

Купфера и альвеолярными макрофагами) и форменными элементами крови 

(нейтрофилами, лимфоцитами, моноцитами и тромбоцитами). В физиологических 

условиях целостный эндотелий препятствует аберрантной инфильтрации тканей 

циркулирующими иммунными клетками, а также патологической активации 

комплемента [197]. Инфекции, опухолевый рост и повреждение тканей 

индуцируют каскад событий, требующих участия тканеспецифичных ЭК сосудов 

микроциркуляторного русла в обеспечении миграции иммунных клеток в 

пораженные воспалением органы за счет выделения ими ангиокинов [104]. Ответ 

ЭК на провоспалительные стимулы также в значительной степени определяется 

специфичными для каждого органа взаимодействиями: к примеру, ЭК легких при 

воспалении активно выделяют ангиокринный фактор RSPO3, который 

индуцирует разрешение воспаления альвеолярными макрофагами [183], а ЭК 

скелетных мышц секретируют лактат, стимулирующий поляризацию макрофагов 

и регенеративный ответ при мышечных повреждениях [85]. Взаимодействия 

между ЭК и резидентными макрофагами также важны в белой жировой ткани, 
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надлежащая васкуляризация которой препятствует развитию ожирения и 

метаболического синдрома [85, 176]. Ассоциированные с микроциркуляторным 

руслом жировой ткани макрофаги экспрессируют рецептор маннозы С-типа 

(MRC1) и транскрипционные факторы MafB и c-Maf, модулируя ангиогенную и 

фибротическую активность ЭК [85, 176]. Делеция гена PTEN в ЭК также 

вызывает повышение васкуляризации и препятствует развитию ожирения 

вследствие выделения ангиокринного полиамина, индуцирующего липолиз [46]. 

Экстравазация иммунных клеток, приводящая к их проникновению в 

окружающие ткани, главным образом происходит в посткапиллярных венулах, 

однако при развитии воспаления также наблюдается и в капиллярном русле [43]. 

К примеру, при COVID-19 проницаемыми для иммунных клеток становятся 

альвеолярные капилляры и посткапиллярные венулы, ЭК которых 

характеризуется повышенным уровнем ICAM1, E-селектина и P-селектина [123, 

137]. В печени ЭК синусоидных капилляров даже в физиологическом состоянии 

экспрессируют большое количество фагоцитарных рецепторов для поглощения 

липополисахарида и других компонентов бактериальной стенки (не только 

инфекционных патогенов, но и представителей кишечной микрофлоры, 

выходящих в кровь при транзиторной бактериемии) [52], однако ЭК воротной 

вены и кишечника приобретают признаки провоспалительной и 

протромботической активации лишь при патологических состояниях (к примеру, 

индуцированной фиброзом портальной гипертензии) [117].  

Резюме 

Молекулярная гетерогенность ЭК различных направлений 

дифференцировки ниже таковой в различных органах, при этом гетерогенность 

ЭК кровеносных сосудов выше, чем лимфатических. Приобретение и 

поддержание тканеспецифичности ЭК зависит от нескольких основных факторов: 

1) характерного для того или иного органа биомеханического воздействия (в 

частности, параметров напряжения сдвига, циклического растяжения сосудов и 

плотности ВКМ); 2) биохимических параметров циркулирующей крови (газового 



38 
 

состава и концентрации различных молекул); 3) юкстакринных и паракринных 

молекулярных сигналов от других клеточных популяций в составе органа (в том 

числе мезенхимальных и иммунных) и от компонентов ВКМ; 4) патологических 

процессов внутри самого органа (к примеру, воспаления, гипоксии или фиброза). 

В свою очередь, тканеспецифичные ЭК отвечают на вышеуказанные механизмы 

регуляции изменением качественного и количественного состава выделяемых 

молекул, в том числе цитокинов и ангиокинов. Нарушения внутриорганного 

гомеостаза могут приводить к дедифференцировке ЭК до более ранних фенотипов 

(в частности, общевенозного или общеартериального) и к потере ими способности 

выполнять специфическую функцию (к примеру, в результате утраты 

фенестрации). В силу широкого спектра возможной специализации (оптимальной 

для нужд того или иного органа) именно ЭК капилляров обладают наиболее 

выраженной гетерогенностью и наибольшей молекулярной пластичностью. 

Вероятно, именно с этим связаны неудачные попытки идентификации 

молекулярных маркеров, общих для всех ЭК капилляров, в то время как менее 

пластичные ЭК вен и ЭК артерий имеют относительно специфичные маркеры 

дифференцировки в эмбриональном периоде (экспрессия транскрипционного 

фактора COUP-TFII и рецептора к эфрину EPHB4 в ЭК вен; экспрессия 

транскрипционных факторов сигнального пути Notch HEY1, HEY2 и HES1, 

белков щелевых межклеточных контактов GJA4 и GJA5, семафорина 3G, а также 

эфрина B2 (EFNB2) в ЭК артерий). Таким образом, правомерно сделать вывод о 

значительной молекулярной гетерогенности ЭК в физиологических и 

патологических условиях функционирования организма. 

В то время как молекулярная гетерогенность ЭК in vivo не вызывает 

сомнений, ее патофизиологическая значимость остается неясной. Определение 

патофизиологической значимости ЭК артерий, ЭК вен и ЭК сосудов 

микроциркуляторного русла и ЭК различных артерий при воздействии пусковых 

факторов дисфункции эндотелия позволит определить, целесообразно ли 

выполнять подбор параметров моделирования патологических процессов, 

связанных с нарушением функционирования различных типов ЭК. В частности, 
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это позволит заключить, есть ли необходимость в подборе конкретного типа ЭК 

для изучения патологических событий, происходящих в том или ином сосудистом 

бассейне, а также в поиске специфичных маркеров дисфункции ЭК артерий, ЭК 

вен и ЭК сосудов микроциркуляторного русла. Выявление патофизиологической 

значимости гетерогенности ЭК позволит определить потребность в разработке 

фармакологических вмешательств, направленных на избирательную коррекцию 

дисфункции эндотелия в артериальном, венозном или микрососудистом русле. 

Установление значимости феномена молекулярной гетерогенности ЭК для 

развития патологических процессов требует решения ряда научных задач. В 

первую очередь следует определить механизмы провоспалительной активации ЭК 

артерий, ЭК вен и ЭК сосудов микроциркуляторного русла при их 

культивировании после выделения из организма, после чего выявить механизмы 

провоспалительной активации ЭК поражаемой атеросклерозом артерии (ЭК-КА) 

и устойчивой к развитию атеросклероза артерии (ЭК-ВГА) в базальном состоянии 

и при моделировании дисфункции эндотелия. Принимая во внимание важность 

воспаления как типового патологического процесса для развития болезней 

системы кровообращения, принципиально определить перечень 

провоспалительных цитокинов, выделяемых ЭК артерий, ЭК вен и ЭК сосудов 

микроциркуляторного русла (выделяемых у пациентов с ИБС) и ЭК клапанов 

сердца (выделяемых у пациентов с АС) при их культивировании после выделения 

из организма. На следующем этапе целесообразно установить патологические 

изменения, сопровождающие развитие провоспалительной активации ЭК-КА и 

ЭК-ВГА, в том числе патологические изменения их секреторного профиля при 

моделировании дисфункции эндотелия, что требует выделения основных 

категорий молекул, синтезируемых и выделяемых различными типами ЭК в 

патологических условиях и имеющих значимость для развития дисфункции 

эндотелия. Конечной целью выполнения данных исследований является 

разработка алгоритма определения последствий дисфункции эндотелия для его 

последующего использования в патофизиологических исследованиях. 
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ГЛАВА 2. МАТЕРИАЛЫ И МЕТОДЫ ИССЛЕДОВАНИЯ 

Дизайн исследования представлен на рисунке 1.  

 

Рисунок 1 – Дизайн исследования 
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В исследовании были использованы культуры эндотелиальных клеток 

внутренней грудной артерии (ЭК-ВГА), эндотелиальных клеток большой 

подкожной вены (ЭК-БПВ) и эндотелиальных клеток сосудов 

микроциркуляторного русла подкожной жировой ткани (МСЭК), полученные от 

пациентов с ИБС при выполнении коронарного шунтирования в отделении 

кардиохирургии №1 (заведующий – А.В. Сотников) клиники Федерального 

государственного бюджетного научного учреждения «Научно-исследовательский 

институт комплексных проблем сердечно-сосудистых заболеваний» (НИИ 

КПССЗ, г. Кемерово), эндотелиальные клетки аортального клапана (ЭК-АК), 

полученные от пациентов с АС при выполнении протезирования АК в этом же 

отделении, а также коммерчески доступные культуры ЭК-КА и ЭК-ВГА. 

Получение ЭК-ВГА, ЭК-БПВ и МСЭК было необходимо для определения 

механизмов провоспалительной активации ЭК различных сосудистых бассейнов и 

сравнения их провоспалительной активности при их культивировании после 

выделения из организма. ЭК-АК были использованы в качестве группы 

сравнения, поскольку были получены не из кровеносных сосудов, а из АК и при 

выполнении иного оперативного вмешательства. Приобретение культур ЭК из 

поражаемой атеросклерозом артерии (ЭК-КА) и устойчивой к развитию 

атеросклероза артерии (ЭК-ВГА) было необходимо для выявления механизмов их 

провоспалительной активации и сопровождающих ее патологических изменений 

при моделировании дисфункции эндотелия. Для обеспечения отсутствия влияния 

межиндивидуальной вариабельности на результаты исследования в работе были 

использованы ЭК-ВГА, ЭК-БПВ и МСЭК, полученные от одних и тех же 

пациентов с ИБС при выполнении коронарного шунтирования, а также ЭК-КА и 

ЭК-ВГА от одного и того же донора (по информации производителя, у которого 

приобретались данные культуры).  

Критерием включения пациентов в исследование было выполнение 

коронарного шунтирования по причине ИБС (сужение просвета ствола левой 

коронарной артерии на ≥ 50% либо сужение просвета любой из крупных 

коронарных артерий ≥ 70%) или выполнение протезирования АК по причине АС 
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(площадь отверстия АК < 1 см2, средний градиент давления на АК > 40 мм рт. 

ст.). Критериями исключения пациентов из исследования были наличие 

злокачественных новообразований, психических заболеваний либо 

приобретенного или наследственного иммунодефицита в анамнезе. При оценке 

анамнеза оценивали наличие или отсутствие следующих сопутствующих 

патологических состояний: 

1. Артериальная гипертензия, определяемая как повышение систолического 

артериального давления ≥ 140 мм рт. ст.; 

2. Ожирение, определяемое как индекс массы тела ≥ 30 кг/м2; 

3. Сахарный диабет 2 типа, определяемый как молярная концентрация 

глюкозы ≥ 7,0 ммоль/л или доля гликированного гемоглобина ≥ 6,5%; 

4. Хроническая болезнь почек, определяемая как скорость клубочковой 

фильтрации ≤ 90 мл/мин/1,73 м2; 

5. Хроническая обструктивная болезнь легких, определяемая как отношение 

объема форсированного выдоха за первую секунду к форсированной 

жизненной емкости легких < 0,70 по данным спирометрии; 

6. Стеноз брахиоцефальных артерий и артерий нижних конечностей ≥ 70% по 

данным ультразвукового исследования; 

Культуры ЭК-ВГА, ЭК-БПВ и МСЭК были получены от следующих 

пациентов: 

Пациент №1 – мужчина, 55 лет, сопутствующие патологические состояния – 

артериальная гипертензия, ожирение и хроническая болезнь почек; 

Пациент №2 – мужчина, 59 лет, сопутствующие патологические состояния – 

артериальная гипертензия; 

Пациент №3 – мужчина, 64 года, сопутствующие патологические состояния 

– артериальная гипертензия, хроническая болезнь почек, сахарный диабет 2 типа 

и стеноз брахиоцефальных артерий ≥ 70%. 

Культуры ЭК-АК были получены от следующих пациентов: 

Пациент №1 – мужчина, 63 года, сопутствующие патологические состояния 

– артериальная гипертензия и ожирение; 
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Пациент №2 – мужчина, 60 лет, сопутствующие патологические состояния – 

артериальная гипертензия и сахарный диабет 2 типа; 

Пациент №3 – мужчина, 57 лет, сопутствующие патологические состояния – 

артериальная гипертензия, хроническая болезнь почек и сахарный диабет 2 типа. 

В исследование были включены ЭК-ВГА, ЭК-БПВ и МСЭК от трех 

пациентов вследствие возможности получения ограниченного количества 

биоматериала для прижизненного выделения данных ЭК у пациентов при 

выполнении коронарного шунтирования. В соответствиии с этим в исследование 

были включены ЭК-АК также от трех пациентов. Культуры ЭК-КА и ЭК-ВГА 

были получены от мужчины 42 лет без указанных сопутствующих 

патологических состояний (по информации поставившей их компании Cell 

Applications). От иных доноров культуры ЭК-КА получены не были в силу 

объективной невозможности их прижизненного выделения. 

Оценка уровня экспрессии генов провоспалительных цитокинов в ЭК-КА, 

ЭК-ВГА, ЭК-БПВ, МСЭК и ЭК-АК методом количественной полимеразной 

цепной реакции после обратной транскрипции (ОТ-кПЦР), определение 

содержания провоспалительных цитокинов в культуральной среде от культур 

данных клеток методом дот-блоттинга и многопараметрическая оценка 

концентрации провоспалительных цитокинов многопараметрического 

количественного анализа при помощи конъюгированных с антителами магнитных 

микросфер (технология xMAP), биоинформатический и статистический анализ 

результатов был выполнен на кафедре генетики и фундаментальной медицины 

Института биологии, экологии и природных ресурсов Федерального 

государственного бюджетного образовательного учреждения высшего 

образования «Кемеровский государственный университет» при участии 

лаборатории молекулярной, трансляционной и цифровой медицины отдела 

экспериментальной медицины НИИ КПССЗ. Сочетание данных методов, а также 

полнотранскриптомное секвенирование было применено для сравнительного 

анализа экспрессии генов провоспалительных цитокинов и их содержания в 

культуральной среде отдельно в ЭК-ВГА, ЭК-БПВ, МСЭК и ЭК-АК и отдельно в 
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ЭК-КА и ЭК-ВГА, в том числе вследствие недостаточной чувствительности 

ультравысокоэффективной жидкостной хроматографии с тандемной масс-

спектрометрией (УВЭЖХ-МС/МС) в отношении детекции провоспалительных 

цитокинов в культуральной среде от вышеуказанных клеточных культур.  

С учетом того, что при ОТ-кПЦР возможно объективное сравнение лишь 

тех результатов анализа, что были получены в ходе одного и того же запуска 

амплификатора, при выполнении данного метода исследования в работу было 

включено 12 образцов при сравнительном анализе ЭК-ВГА, ЭК-БПВ, МСЭК и 

ЭК-АК (по 3 образца на каждый тип ЭК, то есть по одному образцу на каждого 

пациента с учетом необходимости включения в анализ трех технических 

повторностей) и 36 образцов при сравнительном анализе ЭК-КА и ЭК-ВГА (по 18 

образцов на каждый из двух типов ЭК). С учетом того, что при дот-блоттинге 

возможно объективное сравнение лишь тех результатов анализа, что были 

получены в ходе одного и того же запуска системы для хемилюминесцентного 

анализа, а также с учетом ограничений количественного анализа при выполнении 

данного метода исследования в работу было включено 15 образцов (по 3 образца 

на каждый из типов ЭК – ЭК-КА, ЭК-ВГА, ЭК-БПВ, МСЭК и ЭК-АК, при этом 

культуральную среду от трех образцов внутри каждого типа ЭК объединяли в 

один образец для снижения межиндивидуальной вариабельности). С учетом того, 

что при применении технологии xMAP возможно объективное сравнение лишь 

тех результатов анализа, что были получены в ходе одного и того же запуска 

системы мультиплексного анализа, а также высокой чувствительности данного 

метода при выполнении данного метода исследования в работу было включено 18 

образцов (по 9 образцов на ЭК-КА и ЭК-ВГА и по 3 образца на каждую из 

экспериментальных групп внутри каждого из двух указанных типов ЭК). 

Полнотранскриптомное секвенирование для исследования молекулярного 

ответа ЭК-КА и ЭК-ВГА на провоспалительное воздействие in vitro и выявления 

особенностей их адаптации к патологически измененным условиям было 

выполнено в Центре коллективного пользования «Геномика» (руководитель – 

М.Р. Кабилов) Федерального государственного бюджетного учреждения науки 
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Институт химической биологии и фундаментальной медицины Сибирского 

отделения Российской академии наук (г. Новосибирск). Данный метод 

исследования был применен для высокопроизводительного анализа количества 

транскриптов при оценке экспрессии всех генов в ЭК-КА и ЭК-ВГА, чего не 

позволяет выполнить стандартный анализ методом ОТ-кПЦР. С учетом того, что 

при полнотранскриптомном секвенировании возможно объективное сравнение 

лишь тех результатов анализа, что были получены в ходе одного и того же 

запуска секвенатора, а также для обеспечения необходимой глубины покрытия 

транскриптома при выполнении данного метода исследования в работу было 

включено 16 образцов (по 8 образцов на каждый из двух типов ЭК и по 4 образца 

на каждую из экспериментальных групп внутри каждого из двух типов ЭК). 

УВЭЖХ-МС/МС для установления патологических изменений 

качественного и количественного состава молекул, выделяемых ЭК-КА и ЭК-

ВГА в культуральную среду при моделировании провоспалительной дисфункции 

эндотелия, была выполнена в Ресурсном центре «Развитие молекулярных и 

клеточных технологий» Научного парка Федерального государственного 

бюджетного образовательного учреждения высшего образования «Санкт-

Петербургский государственный университет» (г. Санкт-Петербург). Данный 

метод был применен для высокопроизводительного анализа содержания 

широкого спектра белков в ЭК-КА и ЭК-ВГА и культуральной среде от данных 

культур. Как и в случае с полнотранскриптомным секвенированием, с учетом 

того, что при УВЭЖХ-МС/МС возможно объективное сравнение лишь тех 

результатов анализа, что были получены в ходе одного и того же запуска масс-

спектрометра, при выполнении данного метода исследования в работу было 

включено 16 образцов культуральной среды от ЭК-КА и ЭК-ВГА (по 8 образцов 

на каждый из двух типов ЭК и по 4 образца на каждую из экспериментальных 

групп внутри каждого из двух типов ЭК). 

Все вышеуказанные исследования были выполнены в рамках гранта 

Российского научного фонда № 24-65-00039 «Идентификация циркулирующего 

маркера провоспалительной дисфункции эндотелия в контексте гетерогенности 
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эндотелиальных клеток» (руководитель – Д.К. Шишкова). Все эксперименты на 

клеточных культурах были выполнены в соответствии с Хельсинской 

декларацией Всемирной медицинской ассоциации (Хельсинки, 2013), и были 

одобрены Локальным этическим комитетом НИИ КПССЗ (протоколы заседания 

№ 9 от 10.09.2021 г. и заседания № 7 от 16.09.2024 г.). 

2.1. Получение и культивирование ЭК-ВГА, ЭК-БПВ, МСЭК И ЭК-АК 

Эндотелиальные клетки внутренней грудной артерии (ЭК-ВГА), большой 

подкожной вены (ЭК-БПВ) и микрососудов подкожной жировой ткани (МСЭК) 

соответственно выделяли из сегментов ВГА (≈ 1 см) и БПВ (длиной ≈ 2 см) и 

фрагментов подкожной жировой ткани с окружающей стромой (общий объем ≈ 5 

см3), полученных в результате коронарного шунтирования в отделении 

кардиохирургии №1 клиники НИИ КПССЗ. Извлеченные биологические ткани 

немедленно переносили в ламинарный бокс абактериальной воздушной среды для 

культивирования клеток в пробирках объемом 15 мл, заполненных средой 

EndoBoost. После доставки в лабораторию ткани интенсивно промывали в ФСБД. 

Далее выполняли продольный разрез сегментов ВГА и БПВ и отделение 

фрагментов собственно подкожной жировой ткани (≈ 1,5 см3) от стромы (которую 

далее утилизировали), после чего ткани инкубировали в 0,15% растворе 

коллагеназы IV типа в течение 60 минут при 37°C. После инкубации ткани 

аккуратно вортексировали в течение 2 минут для лучшего открепления ЭК от БМ. 

Ферментативную деградацию БМ останавливали добавлением 5% ФБС, 

предварительно растворенной в ФСБД. Сегменты ВГА и БПВ далее 

утилизировали, а лизат жировой ткани последовательно фильтровали через 

клеточные сита c диаметром пор 100 мкм (15-1100, Biologix Plastics, КНР), 70 мкм 

(15-1070, Biologix Plastics, КНР) и 40 нм (15-1040, Biologix Plastics, КНР). 

Суспензии ЭК-ВГА, ЭК-БПВ и МСЭК центрифугировали при 220 × g в течение 5 

минут и далее высаживали во флаконы T-25, покрытые фибронектином (10 

мкг/мл, 1.4.11, Биолот, Россия) и заполненные средой EndoBoost. На следующий 
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день среду EndoBoost заменяли на среду EndoBoost Plus и культивировали ЭК-

ВГА, ЭК-БПВ и МСЭК до достижения конфлюэнтности (≈ 1 × 106 клеток).  

Первичные ЭК-АК получали из створок АК пациентов с АС, 

госпитализированных в отделение кардиохирургии №1 клиники НИИ КПССЗ для 

протезирования АК. Иссеченные створки АК немедленно переносили в 

ламинарный бокс абактериальной воздушной среды для культивирования клеток 

(БМБ-II-«Ламинар-С»-1,8 NEOTERIC, тип А2, Ламинарные системы, Россия) в 

пробирках объемом 15 мл (601002, Wuxi NEST Biotechnology, КНР), заполненных 

средой EndoBoost. После доставки в лабораторию створки АК интенсивно 

промывали ФСБД и инкубировали в течение 10 минут при 37°C в 0.2% растворе 

коллагеназы IV типа (специфическая активность ≥ 160 ЕД/мг, источник – 

Clostridium histolyticum, GC305015, Wuhan Servicebio Technology, КНР). После 

вортексирования створок АК в течение 1 минуты для открепления ЭК от БМ смыв 

центрифугировали при 300 × g в течение 5 минут с дальнейшим высаживанием 

ЭК-АК во флаконы T-25, покрытые 0,1% раствором желатина (1.4.6, Биолот, 

Россия) и заполненные средой EndoBoost. На следующий день среду EndoBoost 

заменяли на среду EndoBoost Plus (EB2, AppScience Products, Россия) и 

культивировали ЭК до достижения конфлюэнтности. 

Дальнейшее пассажирование культур ЭК-ВГА, ЭК-БПВ, МСЭК и ЭК-АК 

осуществляли в покрытые 0,1% раствором желатина 6-луночные планшеты, 

флаконы Т-25 или T-75 с использованием раствора трипсина (0,25%) и 

этилендиаминтетрауксусной кислоты (0,53 ммоль/л) с солями Хэнкса без кальция 

и магния (трипсин-ЭДТА, П043п, ПанЭко, Россия) и 10% ФБС для ингибирования 

трипсина. Для адгезии ЭК к покрытию из желатина использовали культуральную 

среду EndoBoost, которую на следующие сутки меняли на культуральную среду 

EndoBoost Plus и культивировали ЭК-ВГА, ЭК-БПВ, МСЭК и ЭК-АК до 

достижения конфлюэнтности (≈ 0,5 × 106 клеток на лунку 6-луночного планшета, 

(≈ 1 × 106 клеток на флакон Т-25 и ≈ 3 × 106 клеток на флакон Т-75). В процессе 

пассажирования культуры ЭК-ВГА, ЭК-БПВ, МСЭК и ЭК-АК очищали от 

мезенхимальных клеток при помощи магнитной сепарации (магнит EasySep, 
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STEMCELL Technologies, США) на CD31+ бусах (11155D, Thermo Fisher 

Scientific, США) в соответствии с инструкцией производителя.  

Динамическую оценку пролиферации и морфологических характеристик 

культур ЭК-ВГА, ЭК-БПВ, МСЭК и ЭК-АК проводили при помощи фазово-

контрастной микроскопии (Axio Observer.Z1, Carl Zeiss, Германия) и 

светлопольной микроскопии (ZOE, Bio-Rad, США). Чистоту культур ЭК-ВГА, 

ЭК-БПВ, МСЭК и ЭК-АК оценивали путем проточной цитометрии с 

использованием конъюгированных с фикоэритрин-цианином 7 моноклональных 

антител мыши против CD146 человека (361008, BioLegend, США), 

конъюгированных с флюоресцеинизотиоцианатом моноклональных антител 

мыши против CD31 человека (303104, BioLegend, США), конъюгированных с 

флюорофором Alexa Fluor 700 моноклональных антител мыши против CD90 

человека (328120, BioLegend, США) и соответствующих изотипических 

контролей (400126, 400108 и 400144, BioLegend, США). Культуры клеток с долей 

CD146+ CD90– клеток ≥ 99,5% относили к пригодным для экспериментальной 

работы. Непосредственно перед проведением экспериментов ЭК-ВГА, ЭК-БПВ, 

МСЭК и ЭК-АК дважды промывали теплым (≈ 37°C) раствором ФСБД, после 

чего среду EndoBoost заменяли на бессывороточную среду EndoLife. Визуальное 

наблюдение за культурами ЭК осуществляли посредством фазово-контрастной 

микроскопии. Культивирование ЭК-ВГА, ЭК-БПВ, МСЭК и ЭК-АК 

осуществляли в параллели. 

2.2. Культивирование ЭК-КА и ЭК-ВГА 

Первичные культуры ЭК-КА (300K-05a, Cell Applications, США) и ЭК-ВГА 

(308K-05a, Cell Applications, США) культивировали во флаконах T-75 (708003, 

Wuxi NEST Biotechnology, КНР) в питательной среде EndoBoost (EB1, AppScience 

Products, Россия) до достижения конфлюэнтности. Пассажирование ЭК-КА и ЭК-

ВГА осуществляли с использованием раствора трипсина (0,25%) и 

этилендиаминтетрауксусной кислоты (0,53 ммоль/л) с солями Хэнкса без кальция 
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и магния (трипсин-ЭДТА, П043п, ПанЭко, Россия) для открепления ЭК от 

культурального пластика и с применением 10% фетальной бычьей сыворотки 

(ФБС, 1.1.6.1, Биолот, Россия) для ингибирования трипсина после получения 

суспензии ЭК. Дальнейшее культивирование ЭК-КА и ЭК-ВГА в 6-луночных 

планшетах (703001, Wuxi NEST Biotechnology, КНР), флаконах T-25 (07-9025, 

Biologix Plastics, КНР) или флаконах Т-75 (07-8075, Biologix Plastics, КНР) также 

осуществляли в среде EndoBoost до достижения конфлюэнтности (≈ 0,5 × 

106 клеток на лунку 6-луночного планшета, ≈ 1 × 106 клеток на флакон Т-25 и ≈ 3 

× 106 клеток на флакон Т-75). Непосредственно перед проведением 

экспериментов ЭК-КА и ЭК-ВГА дважды промывали теплым (≈ 37°C) раствором 

фосфатно-солевого буфера по Дульбекко без кальция и магния с pH = 7.4 (ФСБД, 

1.2.4.7, Биолот, Россия), после чего среду EndoBoost заменяли на 

бессывороточную среду EndoLife (EL1, AppScience Products, Россия). Визуальное 

наблюдение за культурами ЭК осуществляли посредством фазово-контрастной 

микроскопии (AxioObserver.Z1, Carl Zeiss, Германия). Культивирование ЭК-КА и 

ЭК-ВГА осуществляли в параллели.  

2.3. Синтез кальципротеиновых частиц (КПЧ) для моделирования 
дисфункции эндотелия 

Первичные КПЧ синтезировали путем последовательного добавления 9,9 

мкл CaCl2 (0,5 моль/л, номер СAS 10043-52-4, 21115, Sigma-Aldrich, США) и 21,5 

мкл Na2HPO4 (0,2 моль/л, номер CAS 7558-79-4, 94046, Sigma-Aldrich, США) в 

1319 мкл среды Игла, модифицированной по Дульбекко (ДМЕМ, 41966029, 

Thermo Fisher Scientific, США), содержащей 150 мкл (10% от общего объема) 

ФБС. Вторичные КПЧ синтезировали при помощи последовательного добавления 

16,5 мкл CaCl2 (0,5 моль/л) и 37,5 мкл Na2HPO4 (0,2 моль/л) в 936 мкл среды 

ДМЕМ, содержащей 10 мкл (1% от общего объема) фетальной телячьей 

сыворотки ФБС. Для синтеза первичных КПЧ содержание CaCl2 и Na2HPO4 в 

среде ДМЕМ после их добавления составляло 3 ммоль/л, для синтеза вторичных 
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КПЧ – 7,5 ммоль/л. В первую очередь в среду ДМЕМ добавляли ФБС, далее CaCl2 

и далее Na2HPO4. Между добавлением реагентов проводили размешивание смеси 

на вортексе (FV-2400, BioSan, Латвия). Контроль pH осуществляли путем 

предварительного добавления 5 мл N-2-гидроксиэтилпиперазин-N-2-

этансульфокислоты (15630056, Thermo Fisher Scientific, США) к 495 мл среды 

ДМЕМ (окончательная концентрация в среде – 1%). 

После кратковременного финального перемешивания на вортексе 

микроцентрифужные пробирки с реагентами для синтеза КПЧ инкубировали при 

37°С, поддержании атмосферы 95% воздуха : 5% CO2 и высокой влажности 

(MCO-18AIC, Sanyo, Япония) в течение 24 часов с дальнейшим 

центрифугированием при 200 000 × g и 4°С в течение 1 часа (Optima MAX-XP, 

Beckman Coulter, США) для осаждения КПЧ. С целью получения рабочего 

раствора осадок первичных КПЧ ресуспендировали в 300 мкл, а осадок 

вторичных КПЧ – в 1500 мкл ФСБД. Все указанные процедуры проводили в 

стерильных условиях. 

Количественный анализ КПЧ проводили двумя способами. Первый способ 

заключался в измерении массы ионизированного кальция (Ca2+) в 1 мкл суспензии 

КПЧ при помощи соответствующего набора реагентов для колориметрического 

анализа (ab102505, Abcam, Великобритания) путем измерения оптической 

плотности на длине волны 575 нм на микропланшетном спектрофотометре 

(Multiskan Sky, Thermo Scientific, США). Второй способ подразумевал 

окрашивание КПЧ флюоресцентно меченным бисфосфонатом OsteoSense 680EX 

(NEV10020EX, Perkin-Elmer, США) и липофильным красителем PKH67 (MIDI67-

1KT, Sigma-Aldrich, США) с последующим измерением количества OsteoSense 

680EX-положительных PKH67-отрицательных событий на 1 мкл суспензии КПЧ. 

Согласно этой методике, 15 мкл суспензии КПЧ добавляли к 75 мкл дважды 

ультрафильтрованного (220 нм) Tris-солевого буфера (pH 7,4, 252859, Sigma-

Aldrich, США); далее 67 мкл этого раствора перемешивали с 83 мкл OsteoSense 

680EX (предварительно разведенного в Tris-солевом буфере в соотношении 1:75) 

и инкубировали без доступа света в течение 50 минут при 4°C с последующим 
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добавлением 8,3 мкл PKH67 (предварительно разведенного в Tris-солевом буфере 

в соотношении 1:100). Далее образцы инкубировали в отсутствие света в течение 

10 минут при 4°C, после чего производили проточно-цитометрический анализ 

концентрации КПЧ в растворе (CytoFLEX, Beckman Coulter, США). 

Флюоресцентно меченный бисфосфонат OsteoSense 680EX непосредственно 

связывался с КПЧ, а липофильный краситель PKH67 позволял дифференцировать 

КПЧ от имеющих сходную размерность внеклеточных везикул. 

2.4. Моделирование дисфункции эндотелия 

Во всех экспериментах по моделированию дисфункции эндотелия доза 

первичных или вторичных КПЧ составила 0,6 × 105 частиц или 25 мкг кальция на 

1 мл бессывороточной питательной среды EndoLife, срок инкубации ЭК с КПЧ 

составил 24 часа. Для многопараметрического количественного анализа 

содержания провоспалительных цитокинов при помощи конъюгированных с 

антителами магнитных микросфер по технологии xMAP конфлюэнтные (≈ 0,5 × 

106 клеток на лунку 6-луночного планшета) культуры ЭК-КА и ЭК-ВГА в среде 

EndoLife инкубировали с первичными КПЧ, вторичными КПЧ либо контрольным 

ФСБД (100 мкл на лунку 6-луночного планшета, n = 3 на каждую из 

экспериментальных групп, n = 9 для каждого типа ЭК, всего n = 18). Для анализа 

генной экспрессии методом полнотранскриптомного секвенирования 

конфлюэнтные (≈ 3 × 106 клеток на флакон Т-75) культуры ЭК-КА и ЭК-ВГА в 

среде EndoLife инкубировали с первичными КПЧ либо контрольным ФСБД (600 

мкл на флакон Т-75, n = 4 на каждую из экспериментальных групп, n = 8 для 

каждого типа ЭК, всего n = 16). Для анализа содержания белков методом 

УВЭЖХ-МС/МС конфлюэнтные (≈ 3 × 106 клеток на флакон Т-75) культуры ЭК-

КА и ЭК-ВГА в среде EndoLife инкубировали с первичными КПЧ либо 

контрольным ФСБД (600 мкл на флакон Т-75, n = 4 на каждую из 

экспериментальных групп, n = 8 для каждого типа ЭК, всего n = 16). Визуальное 

наблюдение за культурами ЭК осуществляли посредством фазово-контрастной 
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микроскопии. После завершения инкубации среду центрифугировали при 220 × g 

(5804R, Eppendorf, Германия) для осаждения клеток, аликвотировали, 

центрифугировали при 2000 × g (MiniSpin Plus, Eppendorf, Германия) для 

осаждения клеточного дебриса, переносили в пробирки с предварительной 

гидрофобной обработкой для низкого связывания белка (Ac-ACT-017-L-B-S, 

Accumax Lab Devices, Индия) и замораживали при −80°C.  

2.5. Проведение экспериментов по оценке провоспалительной 

активности ЭК после их выделения из организма человека 

Для анализа экспрессии генов провоспалительных цитокинов и молекул 

клеточной адгезии методом ОТ-кПЦР конфлюэнтные (≈ 0,5 × 106 клеток на лунку 

6-луночного планшета) культуры ЭК-ВГА, ЭК-БПВ, МСЭК и ЭК-АК (n = 3 

культуры от одних и тех пациентов с ИБС для ЭК-ВГА, ЭК-БПВ и МСЭК, n = 3 

культуры от пациентов с АС для ЭК-АК, всего n = 12) либо конфлюэнтные 

культуры ЭК-КА и ЭК-ВГА (n = 18 культур от одного и того же донора для 

каждого типа ЭК, всего n = 36) инкубировали в среде EndoLife в течение 24 часов. 

Визуальное наблюдение за культурами ЭК осуществляли посредством фазово-

контрастной микроскопии. После завершения инкубации среду 

центрифугировали при 220 × g для осаждения клеток, аликвотировали, 

центрифугировали при 2000 × g для осаждения клеточного дебриса, переносили в 

пробирки с предварительной гидрофобной обработкой для низкого связывания 

белка и замораживали при −80°C для последующего измерения содержания 

провоспалительных молекул в ней методом дот-блоттинга. Далее среду от 

различных культур внутри каждого из типов ЭК (n = 3 при сравнении ЭК-ВГА, 

ЭК-БПВ, МСЭК и ЭК-АК, n = 3 при сравнении ЭК-КА и ЭК-ВГА) объединяли в 

один образец для получения усредненного результата и с целью уменьшения 

вариабельности содержания провоспалительных молекул в среде от различных 

типов ЭК вследствие различной пролиферативной активности культур ЭК в 

зависимости от источника их получения. Для повышения концентрации 
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цитокинов в культуральной среде выполняли обогащение среды EndoLife от 

каждого из типов ЭК до равных объемов (в 6 раз, с 6 мл до 1 мл) при помощи 

вакуумного центрифужного концентрирования (HyperVAC-LITE, Gyrozen, 

Республика Корея).  

2.6. Измерение содержания провоспалительных цитокинов в 

культуральной среде методом дот-блоттинга 

Скрининговый полуколичественный анализ содержания цитокинов, 

выделяемых ЭК-КА, ЭК-ВГА, ЭК-БПВ, МСЭК и ЭК-АК в культуральную среду, 

выполняли с использованием соответствующих наборов для дот-блот 

профилирования (ARY022B, R&D Systems, США), позволяющих измерять 

уровень 109 провоспалительных молекул, в соответствии с инструкциями 

производителя (1 мл обогащенной среды на образец). Хемилюминесцентную 

детекцию результатов дот-блоттинга проводили при помощи системы 

визуализации Odyssey XF (LI-COR Biosciences, США). Денситометрический 

анализ хемилюминесцентной съемки результатов дот-блоттинга выполняли в 

программе ImageJ (версия 1.54k, National Institutes of Health, США) после 

бинаризации изображения с использованием следующей последовательности 

команд: инвертирование цвета изображения – выделение области фонового 

свечения – измерение интенсивности фонового свечения – вычитание 

интенсивности фонового свечения – обратное инвертирование цвета изображения 

до исходного – собственно денситометрия областей интереса – выделение 

площади пика. Анализ результатов дот-блоттинга выполняли путем подсчета 

суммы рангов абсолютной экспрессии по каждому из исследованных 

провоспалительных цитокинов и молекул клеточной адгезии (где ранг 1 

соответствовал наиболее высокому уровню экспрессии) с последующим 

сравнением сумм данных рангов между различными типами ЭК. Подобный метод 

анализа результатов дот-блоттинга является непосредственным аналогом 

критериев непараметрической статистики и использует ранги вместо абсолютных 
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денситометрических значений вследствие нелинейности свечения при 

хемилюминесцентной схеме детекции. 

2.7. Измерение экспрессии генов провоспалительных цитокинов и 

молекул клеточной адгезии 

После 24-часовой инкубации с КПЧ (0,6 × 105 частиц на 1 мл, 25 мкг 

кальция на 1 мл) ЭК-КА, ЭК-ВГА, ЭК-БПВ, МСЭК и ЭК-АК лизировали 

тризолом (15596018, Thermo Fisher Scientific, США) и выделяли РНК в 

соответствии с инструкциями производителя. Обратную транскрипцию 

выделенной РНК выполняли с использованием соответствующего набора для 

синтеза кДНК (R01-250, Евроген, Россия) и обратной транскриптазы (R03-50, 

Евроген, Россия). Измерение экспрессии генов провоспалительных цитокинов и 

молекул клеточной адгезии (n = 3 при сравнении провоспалительной активности 

ЭК-ВГА, ЭК-БПВ, МСЭК и ЭК-АК с учетом выполнения трех технических 

повторностей, n = 18 при сравнении провоспалительной активности ЭК-КА и ЭК-

ВГА) проводили при помощи количественной полимеразной цепной реакции 

после обратной транскрипции (ОТ-кПЦР) с использованием самостоятельно 

разработанных праймеров (500 нмоль/л каждый, Евроген, Россия), кДНК (20 нг), 

соответствующего мастер-микса (MHR031-2040, Биолабмикс, Россия) и 

амплификатора ViiA 7 (Thermo Fisher Scientific, США) в соответствии с 

инструкциями производителя. Количественный анализ уровней мРНК генов 

интереса в лизате ЭК человека (измерение относительных уровней транскриптов 

генов MIF, IL6, CXCL8, CCL2, CCL5, CCL20, CSF2, CSF3, CXCL1, CXCL5, 

CXCL10, PTX3, VCAM1, ICAM1, SELE, SELP, SNAI1, SNAI2, TWIST1 и ZEB1) 

проводили посредством пересчета их экспрессии относительно экспрессии 

референсного для ЭК гена (PECAM1) по методу 2−ΔCt [146]. Для расчета КИЭ 

относительно группы сравнения (ФСБД) проводили расчет показателя 2−ΔΔCt 

[146]. 
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2.8. Многопараметрическое измерение концентрации 
провоспалительных цитокинов в культуральной среде по технологии xMAP 

Для многопараметрической оценки концентрации провоспалительных 

цитокинов в культуральной среде использовали метод их количественного 

измерения посредством конъюгированных с антителами флюоресцентно 

меченных магнитных микросфер (технология xMAP). Указанный анализ 

выполняли с использованием соответствующего набора реагентов (HCYTMAG-

60K-PX41, Merck, Германия) на приборе QuattroPlex Lab (Айвок, Россия) в 

соответствии с инструкцией производителя. Для определения 41 

провоспалительного цитокина использовали по 25 мкл каждого образца среды. 

2.9. Полнотранскриптомное секвенирование 

После 24-часовой инкубации с КПЧ (0,6 × 105 частиц на 1 мл, 25 мкг 

кальция на 1 мл) ЭК-КА и ЭК-ВГА лизировали тризолом (15596018, Thermo 

Fisher Scientific, США) с последующим выделением РНК при помощи 

соответствующего набора реагентов (12183016, Thermo Fisher Scientific, США) с 

сопутствующей обработкой ДНКазой (DNASE70, Sigma-Aldrich, США). Контроль 

качества РНК осуществляли с помощью соответствующего набора реагентов 

(5067-1513, Agilent Technologies, США) на приборе Bioanalyzer 2100 (Agilent 

Technologies, США) по индексу целостности РНК. Оценку количества 

выделенной РНК проводили на спектрофотометре для микрообъемов (NanoDrop 

2000, Thermo Scientific, США) и флюориметре Qubit 4 (Thermo Fisher Scientific, 

США). Для 1 мкг выделенной РНК проводили деплецию рРНК посредством 

соответствующего набора реагентов (037.96, Lexogen, Австрия) с дальнейшим 

конструированием ДНК-библиотек при помощи соответствующего набора 

реагентов (042.96, Lexogen, Австрия). Для каждого образца РНК использовали 

определенный баркод. Качество полученных ДНК-библиотек анализировали с 

помощью соответствующего набора реагентов (5067-4626, Agilent Technologies, 
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США) на приборе Bioanalyzer 2100 (Agilent Technologies, США). Концентрацию 

ДНК-библиотек определяли с помощью количественной полимеразной цепной 

реакции с детекцией результата в реальном времени (CFX96 Touch, Bio-Rad, 

США). Далее ДНК-библиотеки смешивали эквимолярно и проводили 

высокопроизводительное секвенирование с длиной парно-концевых прочтений 2 

× 125 нуклеотидов (HiSeq 2000, Illumina, США). Полученные прочтения 

фильтровали по качеству (QV > 20), длине (> 20) и удаляли адаптерные 

последовательности с помощью программы TrimGalore (версия 0.4.4, Babraham 

Bioinformatics, Великобритания). После фильтрации среднее количество 

прочтений превышало 10 × 106. Картирование прочтений на геном человека 

(hg38) с аннотацией Ensembl (v.38.93) проводили в программе CLC GW 11.0 

(Qiagen, Германия).  

2.10. Протеомное профилирование методом УВЭЖХ-МС/МС 

 После 24-часовой инкубации с КПЧ (0,6 × 105 частиц на 1 мл, 25 мкг 

кальция на 1 мл) ЭК-КА и ЭК-ВГА лизировали RIPA-буфером (89901, Thermo 

Fisher Scientific, США) с коктейлем ингибиторов протеаз и фосфатаз (78444, 

Thermo Fisher Scientific, США) в соответствии с протоколом производителя. Для 

очистки от компонентов RIPA-буфера проводили осаждение белка. Пробы 

инкубировали в течение часа при -20°С в четырех объёмах ацетона (650501, 

Sigma-Aldrich, США), после чего центрифугировали при 13 000 × g в течение 15 

минут при 4°C (Microfuge 20R, Beckman Coulter, США). Осадок 

ресуспендировали в 250 мкл ледяного ацетона (650501, Sigma-Aldrich, США) и 

инкубировали в течение 15 минут при -20°С. Далее проводили повторное 

центрифугирование (13 000 × g в течение 15 минут при 4°C) с последующим 

удалением надосадка. Для полного удаления ацетона пробирки сушили на воздухе 

в течение 5-10 минут. Осажденный белок ресуспендировали в мочевине (8 моль/л, 

U5128, Sigma-Aldrich, США), разведенной в бикарбонате аммония (50 ммоль/л, 

09830, Sigma-Aldrich, США), и инкубировали в течение 20 минут на льду, после 
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чего образцы подвергали ультразвуковой обработке в ледяной ванне в течение 15 

минут и инкубировали еще 10 минут на льду при периодическом перемешивании. 

Для исследований образцы выравнивали по общему количеству белка. 

Измерение концентрации белка проводили соответствующим набором (25102, 

Lumiprobe, Россия) на флюориметре Qubit 4 (Thermo Fisher Scientific, США) 

согласно протоколу производителя. Образцы белка (15 мкг) инкубировали с 

дитиотреитолом (5 ммоль/л, D0632, Sigma-Aldrich, США) в течение 1 часа при 

37°C с последующей инкубацией в 2-йодацетамиде (15 ммоль/л, I1149, Sigma-

Aldrich, США) в течение 30 минут при комнатной температуре без доступа света. 

Далее образцы разводили в 7 объемах бикарбоната аммония (50 ммоль/л), 

добавляли 300 нг трипсина (соотношение трипсина к белку 1:50, VA9000, 

Promega, США) и инкубировали в течение 16 часов при 37°C. Затем пептиды 

замораживали при −80°C на 1 час и обессоливали при помощи 

хроматографических наконечников (Tips-RPS-M.T2.200.96, Affinisep, Франция) в 

соответствии с инструкцией производителя, используя метанол (1880092500, 

Sigma-Aldrich, США), ацетонитрил (1000291000, Sigma-Aldrich, США) и 

муравьиную кислоту в концентрации 0,1% (33015, Sigma-Aldrich, США). 

Обессоленные пептиды высушивали при помощи вакуумного центрифужного 

концентратора (HyperVAC-LITE, Gyrozen, Республика Корея) в течение 3 часов и 

растворяли в 20 мкл муравьиной кислоты в концентрации 0,1% (1000291000, 

Sigma-Aldrich, США) для последующего протеомного анализа. Растворенные 

пептиды далее анализировали при помощи безметочного протеомного 

профилирования, выполняемого посредством УВЭЖХ-МС/МС с ионной 

подвижностью (≈ 500 нг пептидов на каждый образец). 

Хроматографическое разделение проводили на нанопоточном хроматографе 

nanoElute (Bruker, США) с трэп-колонкой 5 мм (174500, Thermo Fisher Scientific, 

США) и хроматографической колонкой (Bruker Fifteen, C18 ReproSil AQ, 150 × 

0.75 мм, 1.9 мкм, 120 Å; Bruker, США) в градиенте вода/ацетонитрил в 

присутствии 0,1% муравьиной кислоты при температуре 50℃ со скоростью 

потока 400-500 нл/мин (фаза А – вода с 0,1% муравьиной кислотой, фаза В – 
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ацетонитрил с 0,1% муравьиной кислотой). До загрузки каждого образца колонку 

промывали ее 4 объемами. В качестве хроматографического детектора 

использовали электроспрейный орбитрап-времяпролетный масс-спектрометр 

высокого разрешения с ячейкой измерения ионной подвижности timsTOF Pro 

(Bruker). Масс-спектрометр использовали в PASEF-режиме положительной 

полярности дата-зависимой тандемной масс-спектрометрии с временем PASEF-

цикла 0,5 секунды. Молекулы с ионной подвижностью от 0.85 до 1.30 1/K0 

аккумулировали в ячейке измерения ионной подвижности, после чего поочередно 

передавали в квадруполь-времяпролетный масс-спектрометр, синхронизованный 

с ячейкой измерения ионной подвижности, где проходила фрагментация наиболее 

обильных ионов в режиме автоматической тандемной масс-спектрометрии 

(МС/МС). Для фрагментации использовали ионы не менее чем с двумя зарядами в 

диапазоне m/z от 100 до 1800. 

2.11. Биоинформатический анализ транскриптомных и протеомных 
данных 

Статистический анализ и визуализацию транскриптомных данных 

проводили с использованием языка программирования R (версия 4.3.2) в 

интегрированной среде разработки RStudio (версия 2025.09.0, США). 

Логарифмирование по основанию 2 и анализ дифференциальной экспрессии генов 

в интактных и дисфункциональных ЭК с учетом поправки на множественные 

сравнения (расчет средней доли ложных отклонений гипотез, false discovery rate) 

выполняли при помощи пакета “limma” (версия 3.60.6). Общее количество 

идентифицированных генов составило 18310. В качестве метрики генной 

экспрессии в интактных и дисфункциональных ЭК при биоинформатическом 

анализе было установлено среднее количество транскриптов на миллион 

прочтений (ТМП, transcripts per million, TPM). В качестве метрики для 

определения условно значимых изменений генной экспрессии между интактными 
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и дисфункциональными ЭК была установлена кратность изменения экспрессии 

(КИЭ, fold change) в ≥ 1,50 раза (то есть ≥ 1,50 или ≤ 0,67). 

Протеомные (масс-спектрометрические) данные обрабатывали с 

использованием программ FragPipe (версия 21.1, США), MSFragger (версия 4.1, 

США), IonQuant (версия 1.10.27, США) и Philosopher (версия 5.1.0, США) с 

использованием операционной системы Windows 10 с версией Java 11.0.9.1 и 

архитектурой AMD64. Поиск проводили в соответствии с базовым техпроцессом 

(LFQ-MBR DDA) с калибровкой и оптимизацией параметров. Идентификацию 

проводили с использованием базы данных SwissProt (загружена 10.08.2024; 20,468 

белков), отфильтрованной по белкам человека, а также с использованием 

исходного списка контаминантов программы FragPipe. Для идентификации 

использовали спектры с качеством сборки de novo не менее 50%. Достоверными 

считали идентификации белков и пептидов со средней долей ложных отклонений 

гипотез (FDR) < 1% и < 0,1% соответственно, расчёт FDR проводили при помощи 

поиска по обратной базе данных. Затем из анализа были исключены белки, 

имеющие менее 2 уникальных пептидов. Для обеспечения надлежащего качества 

данных использовали исключительно белки, определенные не менее чем в 70% 

образцов. Отсутствующие данные заполняли с использованием метода k-

ближайших соседей при помощи пакета “impute” (версия 1.78.0). После 

получения информации о количестве спектров, по которым была осуществлена 

идентификация обнаруженных белков в разных образцах, проводили анализ 

полученных данных.  

Статистический анализ и визуализацию протеомных данных также 

проводили с использованием языка программирования R (версия 4.3.2) в 

интегрированной среде разработки RStudio (версия 2025.09.0). Анализ 

содержания белков в интактных и дисфункциональных ЭК, а также в 

дисфункциональных ЭК-КА и ЭК-ВГА с учетом поправки на множественные 

сравнения (расчет средней доли ложных отклонений гипотез, false discovery rate) 

выполняли при помощи пакета “limma” (версия 3.60.6). Общее количество всех 

идентифицированных белков в культуральной среде составило 1249. В качестве 
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метрики для определения условно значимых изменений содержания белков в 

среде от интактных и дисфункциональных ЭК, а также в среде от 

дисфункциональных ЭК-КА и ЭК-ВГА при биоинформатическом анализе была 

установлена площадь хроматографических пиков (ПХП), по которым 

осуществляли идентификацию обнаруженных белков в различных образцах. В 

качестве метрики для определения условно значимых изменений содержания 

белков в среде от интактных и дисфункциональных ЭК, а также в среде от 

дисфункциональных ЭК-КА и ЭК-ВГА была установлена КИЭ в ≥ 1,50 раза (то 

есть ≥ 1,50 или ≤ 0,67). 

Анализ биоинформатических категорий в транскриптомных и протеомных 

данных проводили с использованием баз данных Gene Ontology 

(https://geneontology.org/) и Reactome (https://reactome.org/), а также поискового 

инструмента DAVID (https://david.ncifcrf.gov/tools.jsp, США). В рамках 

биоинформатического анализа дисфункции эндотелия молекулы 

классифицировали по следующим группам: провоспалительные цитокины 

(интерлейкины, хемокины классов CCL и CXCL, колониестимулирующие 

факторы, интерфероны, лимфотоксины, фактор ингибирования миграции 

макрофагов, пентраксин-3, трансформирующие факторы роста, фактор некроза 

опухоли), молекулы клеточной адгезии (ALCAM, BCAM, CEACAM1, 

CEACAM19, CEACAM21, CERCAM, EPCAM, HEPACAM, ICAM1, ICAM2, 

ICAM3, ICAM4, ICAM5, L1CAM, MADCAM1, MCAM, NCAM1, NCAM2, 

NRCAM, PECAM1, SELE, SELL, SELP, VCAM1, определенные по результатам 

анализа литературы [51, 78, 80, 81, 84, 94, 102, 126, 147]), маркеры 

эндотелиального фенотипа (ANGPT2, ANGPTL2, BMX, BSG, CAVIN1, CAVIN2, 

CAVIN3, CDH5, CLDN5, CLEC14A, ECE1, EDF1, ENG, EPHB2, EPHB4, ERG, 

ESAM, ESM1, F11R, FLI1, GJA1, ICAM1, ICAM2, ITGA2, ITGA3, ITGA5, ITGAV, 

ITGB1, ITGB3, ITGB5, KDR, MCAM, NOS3, NOTCH1, NRP1, NRP2, PECAM1, 

PODXL, PROCR, PTPRB, STAB1, TEK, TIE1, TJP1, VWF, определенные по 

результатам анализа литературы [43, 50, 51, 66, 78, 80, 81, 84, 94, 102, 104, 105, 

113, 126, 134, 140, 147, 194]), белки эндотелиальной БМ (GO: 0005604), белки 

https://geneontology.org/
https://reactome.org/
https://david.ncifcrf.gov/tools.jsp
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субэндотелиального ВКМ (GO: 0062023), белки сигнальных путей ангиогенеза 

(GO:0001525), белки протромботической активации (GO: 0070527, GO:0030168, 

GO:0007596), белки сигнальных путей окислительного (GO: 0034599) и 

эндоплазматического стресса (GO: 0034976).  

2.12. Статистический анализ 

Статистическую обработку результатов осуществляли в программе 

GraphPad Prism 8 (GraphPad Software, США) и в интегрированной среде 

разработки RStudio (версия 2025.09.0). При анализе результатов ОТ-кПЦР данные 

представляли в виде среднего арифметического и стандартного отклонения от 

среднего, статистическую значимость различий между группами оценивали при 

помощи критерия Краскела-Уоллиса с поправкой на множественные сравнения по 

критерию Данна либо по U-критерию Манна-Уитни (статистически значимыми 

считали значения P < 0,05). При анализе результатов многопараметрического 

измерения концентрации провоспалительных цитокинов в культуральной среде 

по технологии xMAP данные представляли в виде медианы и межквартильного 

интервала, статистическую значимость различий между группами также 

оценивали при помощи критерия Краскела-Уоллиса с поправкой на 

множественные сравнения по критерию Данна. Расчет значений P при 

биоинформатическом анализе транскриптомных и протеомных данных 

выполняли эмпирическим байесовским подходом с внесением поправки на 

множественные сравнения (расчет средней доли ложных отклонений гипотез, 

false discovery rate) с использованием пакета “limma” (версия 3.60.6).  
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ГЛАВА 3. РЕЗУЛЬТАТЫ СОБСТВЕННЫХ ИССЛЕДОВАНИЙ И ИХ 
ОБСУЖДЕНИЕ 

3.1. Определение механизмов провоспалительной активации ЭК-ВГА, 

ЭК-БПВ и МСЭК, полученных от одних и тех же пациентов с ИБС, после их 
выделения из организма 

Для определения механизмов провоспалительной активации ЭК-ВГА, ЭК-

БПВ и МСЭК, полученных от одних и тех же пациентов с ИБС, после их 

выделения из организма в первую очередь было проведено скрининговое 

измерение цитокинов в культуральной среде методом дот-блоттинга с 

потенциалом детекции 109 провоспалительных молекул. В качестве группы 

сравнения при выполнении данного и прочих методов исследования были 

использованы ЭК-АК (то есть ЭК, выделенные из клапанов сердца, а не из 

кровеносных сосудов), полученные от пациентов с АС при выполнении 

протезирования АК (то есть иного оперативного вмешательства). После 

объединения культуральной среды от каждого из указанных типов ЭК для 

снижения межиндивидуальной вариабельности и ее 6-кратного концентрирования 

в среде (то есть в микроокружении ЭК) были детектированы фактор 

ингибирования миграции макрофагов (MIF), интерлейкин-6 (IL-6), IL-8, IL-17A, 

пентраксин-3 (PTX3), гранулоцитарный колониестимулирующий фактор (G-CSF), 

гранулоцитарно-макрофагальный колониестимулирующий фактор (GM-CSF), а 

также хемокины CCL2, CCL5, CCL20, CXCL1, CXCL5 и CXCL10 (рис. 2). При 

этом MIF, IL-6, IL-8, PTX3, GM-CSF, CCL2, CCL5, CXCL1 и CXCL5 

присутствовали в культуральной среде от всех типов ЭК, а G-CSF, CCL20 и 

CXCL10 – только в культуральной среде от ЭК-ВГА (рис. 2). Это позволило 

предположить принципиальную схожесть спектра цитокинов, выделяемых 

различными ЭК независимо от основного заболевания и коморбидных состояний 

пациента, а также более высокую степень провоспалительной активации ЭК-ВГА 

в сравнении с ЭК-АК, ЭК-БПВ и МСЭК. 
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Рисунок 2 – Дот-блот-анализ содержания провоспалительных цитокинов в среде 
от ЭК-АК от пациентов с АС и от ЭК-ВГА, ЭК-БПВ и МСЭК от пациентов с ИБС. 

Сверху: хемилюминесцентная детекция. Снизу: расположение цитокинов на 
мембранах. Провоспалительные цитокины выделены розовым, ангиогенные 
молекулы – красным, протромботические молекулы – зеленым, растворимые 

формы рецепторов ЭК – желтым, прочие молекулы – голубым. 
 

Анализ экспрессии генов провоспалительных цитокинов (MIF, IL6, CXCL8, 

CCL2, CCL5, CCL20, CSF2, CSF3, CXCL1, CXCL5, CXCL10, PTX3) в ЭК-ВГА, ЭК-

БПВ и МСЭК от пациентов с ИБС и в ЭК-АК от пациентов с АС подтвердил 

наиболее высокий уровень провоспалительной активности в ЭК-ВГА (табл. 1). 

ЭК-ВГА характеризовались повышенной экспрессией (КИЭ ≥ 1,50 и P < 0,05) 

генов цитокинов CCL2, CCL20, CSF2, CSF3 и CXCL10 в сравнении с остальными 

типами ЭК (табл. 1). В то же время в ЭК-БПВ и МСЭК не было выявлено даже 

тенденции (P ≥ 0,10) к статистически значимому повышению экспрессии генов 

провоспалительных цитокинов (табл. 1). Анализ генов провоспалительных 

молекул клеточной адгезии (VCAM1, ICAM1, SELE, SELP) также выявил 

повышение экспрессии (КИЭ ≥ 1,50 и P < 0,05) трех из четырех данных генов 

(VCAM1, ICAM1, SELE) в ЭК-ВГА и отсутствие такового у МСЭК, однако в ЭК-

БПВ также наблюдалось повышение экспрессии (КИЭ ≥ 1,50 и P < 0,05) генов 
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VCAM1 и SELE (табл. 1). Расчет суммы рангов абсолютной экспрессии по 

каждому из указанных провоспалительных цитокинов и молекул клеточной 

адгезии (где ранг 1 соответствовал наиболее высокому, а ранг 4 – наиболее 

низкому уровню экспрессии в каждом из четырех типов ЭК) показал 

существенное относительное расстояние между ЭК-ВГА (с суммой рангов 21) и 

остальными типами ЭК (сумма рангов для для ЭК-БПВ – 48, для МСЭК – 43, для 

ЭК-АК – 48, табл. 1).  

Таблица 1 – Анализ экспрессии генов провоспалительных цитокинов и 
молекул клеточной адгезии в ЭК-ВГА, ЭК-БПВ и МСЭК от пациентов с ИБС и в 
ЭК-АК от пациентов с АС 

Ген 

ΔCt, среднее 
арифметическое 

ЭК-АК ЭК-ВГА ЭК-БПВ МСЭК Ранг 

КИЭ 

Значение P 

Провоспалительные цитокины 

MIF 

ΔCt, среднее арифметическое 0,59680 0,53720 0,20930 0,64100 

Ранг 2 3 4 1 

КИЭ 1,00 0,90 0,35 1,07 

Значение P 1,000 > 0,999 0,054 > 0,999 

IL6 

ΔCt, среднее арифметическое 0,03236 0,21760 0,00424 0,02782 

Ранг 2 1 4 3 

КИЭ 1,00 6,72 0,13 0,86 

Значение P 1,000 0,918 0,247 > 0,999 

CXCL8 

ΔCt, среднее арифметическое 0,29310 2,80000 0,14200 0,19040 

Ранг 2 1 4 3 

КИЭ 1,00 9,55 0,48 0,65 

Значение P 1,000 0,203 >0,999 > 0,999 

CCL2 

ΔCt, среднее арифметическое 0,63580 2,18400 0,64810 1,08500 

Ранг 4 1 3 2 

КИЭ 1,00 3,44 1,02 1,71 

Значение P 1,000 0,017 > 0,999 > 0,999 

CCL5 

ΔCt, среднее арифметическое 0,00059 0,00055 0,00012 0,00016 

Ранг 1 2 4 3 

КИЭ 1,00 0,93 0,21 0,28 

Значение P 1,000 > 0,999 0,133 0,475 

CCL20 

ΔCt, среднее арифметическое 0,00053 0,04921 0,00152 0,00130 

Ранг 4 1 2 3 

КИЭ 1,00 92,22 2,85 2,43 

Значение P 1,000 0,001 > 0,999 > 0,999 

CSF2 

ΔCt, среднее арифметическое 0,00055 0,04623 0,00103 0,00194 

Ранг 4 1 3 2 

КИЭ 1,00 83,73 1,87 3,51 
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Значение P 1,000 0,006 > 0,999 0,991 

CSF3 

ΔCt, среднее арифметическое 0,00006 0,07912 0,00009 0,00037 

Ранг 4 1 3 2 

КИЭ 1,00 1314,29 1,54 6,15 

Значение P 1,000 0,008 > 0,999 0,475 

CXCL1 

ΔCt, среднее арифметическое 0,17480 2,72900 0,13770 0,09486 

Ранг 2 1 3 4 

КИЭ 1,00 15,61 0,79 0,54 

Значение P 1,000 0,120 > 0,999 > 0,999 

CXCL5 

ΔCt, среднее арифметическое 0,00151 0,04374 0,00089 0,00559 

Ранг 3 1 4 2 

КИЭ 1,00 29,01 0,59 3,71 

Значение P 1,000 0,107 > 0,999 > 0,999 

CXCL10 

ΔCt, среднее арифметическое 0,00005 0,00390 0,00007 0,00013 

Ранг 4 1 3 2 

КИЭ 1,00 79,45 1,45 2,70 

Значение P 1,000 0,007 > 0,999 > 0,999 

PTX3 

ΔCt, среднее арифметическое 0,36190 0,45860 0,05035 0,02680 

Ранг 2 1 3 4 

КИЭ 1,00 1,27 0,14 0,07 

Значение P 1,000 > 0,999 0,068 0,005 

Молекулы клеточной адгезии 

VCAM1 

ΔCt, среднее арифметическое 0,00002 0,00159 0,00030 0,00014 

Ранг 4 1 2 3 

КИЭ 1,00 84,26 16,21 7,51 

Значение P 1,000 < 0,001 0,042 0,519 

ICAM1 

ΔCt, среднее арифметическое 0,04389 0,29760 0,05379 0,06221 

Ранг 4 1 3 2 

КИЭ 1,00 6,78 1,23 1,42 

Значение P 1,000 0,029 > 0,99 > 0,9999 

SELE 

ΔCt, среднее арифметическое 0,00040 0,01276 0,01112 0,00360 

Ранг 4 1 2 3 

КИЭ 1,00 31,73 27,65 8,96 

Значение P 1,000 0,001 0,029 0,183 

SELP 

ΔCt, среднее арифметическое 0,00076 0,00061 0,00117 0,00020 

Ранг 2 3 1 4 

КИЭ 1,00 0,80 1,53 0,27 

Значение P 1,000 > 0,999 > 0,999 0,362 

Сумма рангов 48 21 48 43 

 

С целью технической валидации проведенного анализа генной экспрессии в 

тех же самых ЭК-ВГА, ЭК-БПВ и МСЭК от пациентов с ИБС и в ЭК-АК от 

пациентов с АС был также проведен анализ генов основных транскрипционных 

факторов ЭндоМТ (SNAI1, SNAI2, TWIST1, ZEB1). Устойчивой картины 

повышения экспрессии (КИЭ ≥ 1,50 и P < 0,05) генов ЭндоМТ не наблюдалось ни 
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в одном из изученных типов ЭК, что подтвердило техническую валидность 

выполненного анализа (табл. 2). 

Таблица 2 – Анализ экспрессии генов транскрипционных факторов ЭндоМТ 
в ЭК-ВГА, ЭК-БПВ и МСЭК от пациентов с ИБС и в ЭК-АК от пациентов с АС 

Ген 

ΔCt, среднее 
арифметическое 

ЭК-АК ЭК-ВГА ЭК-БПВ МСЭК Ранг 

КИЭ 

Значение P 

SNAI1 

ΔCt, среднее арифметическое 0,01142 0,01188 0,00328 0,01473 

Ранг 3 2 4 1 

КИЭ 1,00 1,04 0,29 1,29 

Значение P 1,000 > 0,999 0,061 > 0,999 

SNAI2 

ΔCt, среднее арифметическое 0,01640 0,00141 0,00556 0,03949 

Ранг 2 4 3 1 

КИЭ 1,00 0,09 0,34 2,41 

Значение P 1,000 0,397 0,247 > 0,999 

TWIST1 

ΔCt, среднее арифметическое 0,00373 0,00018 0,00017 0,00312 

Ранг 1 3 4 2 

КИЭ 1,00 0,05 0,05 0,84 

Значение P 1,000 0,026 0,004 > 0,999 

ZEB1 

ΔCt, среднее арифметическое 0,05800 0,04837 0,00839 0,06630 

Ранг 2 3 4 1 

КИЭ 1,00 0,83 0,14 1,14 

Значение P 1,000 > 0,999 0,010 > 0,999 

 

Далее было выполнено аналогичное сравнение рангов экспрессии генов 

провоспалительных цитокинов друг относительно друга в мРНК от ЭК-ВГА, ЭК-

БПВ и МСЭК от пациентов с ИБС и ЭК-АК от пациентов с АС и рангов 

содержания данных цитокинов в культуральной среде от этих же ЭК. В то время 

как на уровне синтеза цитокинов ЭК-ВГА демонстрировали наиболее высокий 

уровень провоспалительной активации (с суммой рангов 15) в сравнении с 

остальными типами ЭК (сумма рангов для ЭК-БПВ – 40, для МСЭК – 31, для ЭК-

АК – 34), при измерении уровня выделяемых в культуральную среду цитокинов 

данная зависимость носила менее выраженный характер (сумма рангов для ЭК-

ВГА – 24, для ЭК-БПВ – 32, для МСЭК – 29, для ЭК-АК – 26), однако 3 цитокина 

(G-CSF, CCL20 и CXCL10) определялись лишь в среде от ЭК-ВГА (табл. 3). В 
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совокупности полученные результаты свидетельствовали о более выраженной 

провоспалительной активности ЭК-ВГА в сравнении с ЭК-БПВ, МСЭК и ЭК-АК. 

Таблица 3 – Сравнение рангов экспрессии генов провоспалительных 
цитокинов при ОТ-кПЦР и уровня кодируемых ими белков в среде при дот-

блоттинге. В качестве материала использовались мРНК и среда от ЭК-ВГА, ЭК-

БПВ и МСЭК от пациентов с ИБС и ЭК-АК от пациентов с АС 

Ген 
Ранг при ОТ-кПЦР ЭК-АК ЭК-ВГА ЭК-БПВ МСЭК Ранг при дот-блоте 

MIF 
Ранг при ОТ-кПЦР 2 3 4 1 

Ранг при дот-блоте 3 1 2 4 

IL6 
Ранг при ОТ-кПЦР 2 1 4 3 

Ранг при дот-блоте 2 1 3 4 

CXCL8 
Ранг при ОТ-кПЦР 2 1 4 3 

Ранг при дот-блоте 2 4 3 1 

CCL2 
Ранг при ОТ-кПЦР 4 1 3 2 

Ранг при дот-блоте 2 4 3 1 

CCL5 
Ранг при ОТ-кПЦР 1 2 4 3 

Ранг при дот-блоте 3 2 4 1 

CCL20 
Ранг при ОТ-кПЦР 4 1 2 3 

Ранг при дот-блоте 2 1 2 2 

CSF2 
Ранг при ОТ-кПЦР 4 1 3 2 

Ранг при дот-блоте 3 1 2 4 

CSF3 
Ранг при ОТ-кПЦР 4 1 3 2 

Ранг при дот-блоте 2 1 2 2 

CXCL1 
Ранг при ОТ-кПЦР 2 1 3 4 

Ранг при дот-блоте 1 3 2 4 

CXCL5 
Ранг при ОТ-кПЦР 3 1 4 2 

Ранг при дот-блоте 2 1 4 3 

CXCL10 
Ранг при ОТ-кПЦР 4 1 3 2 

Ранг при дот-блоте 2 1 2 2 

PTX3 
Ранг при ОТ-кПЦР 2 1 3 4 

Ранг при дот-блоте 2 4 3 1 

Сумма рангов при ОТ-кПЦР 34 15 40 31 

Сумма рангов при дот-блоте 26 24 32 29 

 

Далее был проведен анализ генов цитокинов, вносящих наибольший вклад в 

развитие провоспалительной активации ЭК-ВГА, ЭК-БПВ и МСЭК от пациентов 

с ИБС и ЭК-АК от пациентов с АС. Ранжирование генов провоспалительных 

цитокинов по относительному уровню экспрессии показало, что гены CCL2, 

CXCL8, CXCL1, MIF, PTX3 и IL6 стабильно обладали более высокой экспрессией 
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в сравнении с генами CSF3, CCL20, CXCL5, CSF2, CXCL10 и CCL5 независимо от 

типа ЭК (табл. 4).  

Таблица 4 – Ранжирование генов провоспалительных цитокинов по уровню 
их экспрессии в ЭК-ВГА, ЭК-БПВ и МСЭК от пациентов с ИБС и в ЭК-АК от 
пациентов с АС 

Ген 

ΔCt, среднее 
арифметическое ЭК-АК ЭК-ВГА ЭК-БПВ МСЭК Среднее 

Ранг 

CCL2 

ΔCt, среднее 
арифметическое 

0,63580 2,18400 0,64810 1,08500 1,13825 

Ранг 1 3 1 1 1 

CXCL8 

ΔCt, среднее 
арифметическое 

0,29310 2,80000 0,14200 0,19040 0,85648 

Ранг 4 1 3 3 2 

CXCL1 

ΔCt, среднее 
арифметическое 

0,17480 2,72900 0,13770 0,09486 0,78415 

Ранг 5 2 4 4 3 

MIF 

ΔCt, среднее 
арифметическое 

0,59680 0,53720 0,20930 0,64100 0,49607 

Ранг 2 4 2 2 4 

PTX3 

ΔCt, среднее 
арифметическое 

0,36190 0,45860 0,05035 0,02680 0,22441 

Ранг 3 5 5 6 5 

IL6 

ΔCt, среднее 
арифметическое 

0,03236 0,21760 0,00424 0,02782 0,07050 

Ранг 6 6 6 5 6 

CSF3 

ΔCt, среднее 
арифметическое 

0,00006 0,07912 0,00009 0,00037 0,01991 

Ранг 11 7 11 9 7 

CCL20 

ΔCt, среднее 
арифметическое 

0,00053 0,04921 0,00152 0,00130 0,01314 

Ранг 10 8 7 10 8 

CXCL5 

ΔCt, среднее 
арифметическое 

0,00151 0,04374 0,00089 0,00559 0,01293 

Ранг 7 10 9 7 9 

CSF2 

ΔCt, среднее 
арифметическое 

0,00055 0,04623 0,00103 0,00194 0,01244 

Ранг 9 9 8 8 10 

CXCL10 

ΔCt, среднее 
арифметическое 

0,00005 0,00390 0,00007 0,00013 0,00108 

Ранг 12 11 12 12 11 

CCL5 

ΔCt, среднее 
арифметическое 

0,00059 0,00055 0,00012 0,00016 0,00037 

Ранг 8 12 10 11 12 
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Выделяемые ЭК провоспалительные цитокины являются одними из 

основных молекулярных медиаторов, регулирующих патологический ответ 

эндотелия на воздействие различных факторов риска, в том числе 

обусловливающих развитие коморбидных состояний [51, 102, 131, 147]. Как 

правило, пациенты с АС или ИБС характеризуются мультиморбидностью, 

которая характеризуется сочетанным воздействием различных повреждающих 

факторов (наиболее распространенными из которых являются дислипидемия, 

патологическая активация жировой ткани при ожирении, гипергликемия при 

сахарном диабете 2 типа, а также уремия и гиперфосфатемия при хронической 

болезни почек 3-5 стадий) на эндотелий [27, 34, 47, 97, 131]. Кроме того, 

провоспалительная активация эндотелия сама по себе является пусковым 

фактором развития патологического повышения проницаемости эндотелиального 

монослоя для липидов и иммунных клеток, что способствует прогрессированию 

атеросклероза [89, 102], а также является ведущей причиной развития 

патологических изменений в сосудах микроциркуляторного русла, артерий и вен 

при сахарном диабете [27, 102, 109, 120, 153, 196] и хронической болезни почек 

[51, 81, 82, 94] и способствует развитию и прогрессированию хронического 

низкоинтенсивного системного стерильного воспаления при патологическом 

старении организма [33, 41, 78, 80, 119, 152]. В сочетании с возможностью 

прижизненного выделения ЭК при протезировании АК или при коронарном 

шунтировании это делает клинически актуальным получение ЭК-АК, ЭК-ВГА, 

ЭК-БПВ и МСЭК с целью последующих исследований в области патологической 

физиологии болезней системы кровообращения. Преимуществом такого подхода 

является возможность выделения ЭК-ВГА, ЭК-БПВ и МСЭК от одного и того же 

пациента, что позволяет исключить межиндивидуальную вариабельность при 

моделировании дисфункции эндотелия с использованием ее пусковых факторов.  

В контексте провоспалительной активации эндотелия в литературе активно 

обсуждается роль IL-6, IL-8/CXCL8 и MCP-1/CCL2, которые действительно 

принципиально отражают развитие дисфункции эндотелия in vitro [76, 79, 82, 102, 

119, 147, 180], однако не предоставляют полной картины о провоспалительной 
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активности ЭК кровеносных сосудов с учетом их гетерогенности. Выявленный в 

данной подглаве диссертационного исследования широкий спектр 

провоспалительных цитокинов, синтезируемых и выделяемых ЭК-ВГА, ЭК-БПВ 

и МСЭК, расширяет известные литературные данные о выделяемых эндотелием 

медиаторах воспаления. Наиболее чувствительным маркером провоспалительной 

активации эндотелия считается IL-6, концентрация которого повышалась при 

развитии COVID-19 и коррелировала с тяжестью течения данного заболевания, 

напрямую связанного с поражением ЭК кровеносных сосудов [5, 79, 101, 137, 185, 

189]. Тем не менее, оценка провоспалительной активности эндотелия в 

эксперименте требует детального изучения механизмов патологической 

активации ЭК в контексте развития их дисфункции, что требует определения 

всего спектра цитокинов, синтезируемых и секретируемых ЭК в микроокружение. 

Выявление относительного вклада каждого из цитокинов в провоспалительную 

активацию эндотелия необходимо для понимания механизмов ее развития с 

учетом возможностей противовоспалительной (в том числе антицитокиновой) 

терапии в клинической практике на современном этапе [84, 89, 103, 119, 180, 189]. 

Полученные результаты свидетельствуют о вкладе в провоспалительную 

активацию эндотелия значительно более широкого спектра цитокинов (MIF, 

PTX3, GM-CSF, G-CSF, IL-6, IL-8, CCL2, CCL5, CCL20, CXCL1, CXCL5 и 

CXCL10), чем предполагалось ранее, поскольку все их них секретировались 

совершенно различными типами ЭК (ЭК-ВГА, ЭК-БПВ и МСЭК) вне 

зависимости от их локализации в организме человека. Роль каждого из данных 

цитокинов в конкретном патофизиологическом или клиническом сценарии 

требует дальнейших исследований. Тем не менее, значительное количество 

выделяемых ЭК-ВГА, ЭК-БПВ и МСЭК цитокинов позволяет предположить 

необходимость определения более широкого спектра медиаторов воспаления у 

больных с предполагаемой или доказанной дисфункцией эндотелия – к примеру, 

у пациентов с системным воспалительным ответом или полиорганной 

недостаточностью после оперативных вмешательств [79], а также у пациентов с 

постковидным синдромом [137], не ограничиваясь измерением только лишь IL-6. 
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Полученные в данном исследовании результаты позволяют предположить, что 

наибольший вклад в развитие провоспалительной активации ЭК, помимо IL-6, 

вносят хемокины (CCL2, CXCL8, CXCL1 и MIF), а также пентраксин-3. Схожесть 

спектра цитокинов, секретируемых ЭК-ВГА, ЭК-БПВ и МСЭК, указывает на то, 

что выраженность провоспалительной активации ЭК определяется в большей 

степени количеством выделяемых медиаторов воспаления (то есть их 

концентрацией в микроокружении при моделировании дисфункции эндотелия 

или в циркулирующей крови вышеуказанных категорий пациентов), чем 

выделением принципиально иных провоспалительных молекул. 

Наиболее высокая провоспалительная активность после выделения из 

организма пациентов с ИБС наблюдалась у ЭК-ВГА, в которых была выявлена 

статистически значимо повышенная экспрессия генов цитокинов CSF2, CSF3, 

CCL2, CCL20 и CXCL10 в сравнении с ЭК-БПВ и МСЭК. Данные результаты 

соответствуют результатам, полученным ранее и опубликованным в литературе 

[68, 104]. В частности, в исследованиях по моделированию паракринных 

взаимодействий между ЭК-КА, ЭК-ВГА и ЭК-БПВ [48] и при раздельном 

культивировании ЭК-БПВ [110, 114] и ЭК-ВГА [135] с перекрестным 

добавлением среды от них друг к другу была выявлена повышенная экспрессия 

генов провоспалительного цитокина CXCL8 и провоспалительных молекул 

клеточной адгезии ICAM1 и SELE в ЭК-ВГА по сравнению с ЭК-БПВ. В 

контексте патофизиологии болезней системы кровообращения следует отметить, 

что данные о более высокой провоспалительной активности ЭК артерий в 

сравнении с ЭК вен и ЭК сосудов микроциркуляторного русла согласуются с 

высокой распространенностью атеросклероза крупных артерий [34, 89, 131], 

одним из обязательных пусковых факторов для развития которого является 

дисфункция эндотелия [51, 54, 76, 102, 145, 147]. Последствиями дисфункции 

эндотелия при развитии атеросклероза являются нарушение регуляции 

целостности межэндотелиальных контактов, приводящее к потере 

физиологической полупроницаемости эндотелиального монослоя, патологическое 

увеличение количества выделяемых ЭК хемокинов (что способствует 
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привлечению иммунных клеток в очаг воспаления) и повышение экспрессии 

индуцибельных молекул клеточной адгезии VCAM1, ICAM1 и SELE, 

обусловливающих связывание лейкоцитов с ЭК [51, 54, 76, 102, 145, 147]. В 

совокупности все вышеперечисленное создает условия для ретенции липидов в 

интиме и миграции лейкоцитов в стенку кровеносных сосудов, что запускает 

развитие атеросклеротического поражения [102].  

Менее выраженная провоспалительная активность ЭК-БПВ также 

согласуется с электронно-микроскопическими данными об отсутствии 

значительного количества иммунных клеток в стенке БПВ, используемых в 

качестве кондуитов для коронарного шунтирования [17]. В контексте 

последующих исследований представляет определенный интерес выделение ЭК-

БПВ из тромбированных и свободных от тромбов сегментов БПВ у 

соответствующих пациентов. Отсутствие значимой провоспалительной 

активности у МСЭК пациентов с атеросклерозом может быть обусловлено малой 

распространенностью ожирения у тех пациентов, от которых были получены эти 

ЭК, что не позволило развиться патологической активации жировой ткани еще до 

этапа их выделения из организма. Вероятно, одним из перспективных 

направлений изучения механизмов провоспалительной активации МСЭК является 

анализ синтезируемых и продуцируемых ими цитокинов после выделения данных 

клеток от кардиохирургических пациентов с различной степенью и различной 

локализацией ожирения, что определяет спектр и количество адипокинов и 

цитокинов, выделяемых адипоцитами и стромальными клетками жировой ткани. 

В контексте устойчивости ЭК-ВГА к развитию атеросклероза следует 

отметить, что незначительно повышенная провоспалительная активность 

эндотелия при ее хронизации может способствовать пролиферации и миграции 

ЭК [84, 190], что с учетом характерного для ВГА ламинарного потока 

(поддерживающего эндотелиальный гомеостаз) может способствовать 

сохранению адекватной регуляции целостности и физиологической 

проницаемости эндотелиального монослоя [143, 148]. Данное предположение 

частично пересекается с закономерностями пролиферации колониеформирующих 
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ЭК, деление которых в первые дни после выделения из периферической крови в 

значительной степени зависит от моноцитов и лимфоцитов, выделяемых в 

градиенте фиколла вместе с клетками-предшественниками ЭК и секретирующих в 

микроокружение значительное количество провоспалительных цитокинов [8, 19, 

31, 139, 159]. Проведенные ранее эксперименты показали, что при 

культивировании в условиях пульсирующего потока чистая культура моноцитов 

выделяет широкий спектр цитокинов: MIF, IL-8/CXCL8, MCP-1/CCL2, 

RANTES/CCL5, MIP-3α/CCL20 и ENA-78/CXCL5, а при патологическом 

воздействии к этому перечню добавляются GROα/CXCL1 и IL-6 [1, 3, 31, 123]. 

Поскольку спектр провоспалительных цитокинов ЭК и моноцитов в значительной 

степени совпадает [1, 3, 19, 31, 84, 89, 123, 180], можно ожидать совместимости 

ЭК с моноцитарными цитокинами и положительного пролиферативного 

воздействия данных молекул на ЭК. В противном случае пролиферативная 

активность немногочисленных предшественников ЭК (вследствие своего малого 

количества неспособных к выделению существенного количества цитокинов) 

подавлялась бы большим количеством провоспалительных цитокинов, 

выделяемых клетками мононуклеарной фракции периферической крови. Можно 

предположить, что при ламинарном потоке крови контролируемая и управляемая 

провоспалительная активация ЭК обладает некоторым положительным влиянием 

на поддержание их гомеостаза и повышает их устойчивость к воздействию 

пусковых факторов дисфункции эндотелия, однако постоянное воздействие 

связанных с коморбидными состояниями биохимических факторов, возрастные и 

патологические изменения состава и структуры стенки артерий, а также 

повышенная концентрация циркулирующих в системном кровотоке 

провоспалительных цитокинов приводят к избыточной провоспалительной 

активации ЭК и к развитию соответствующих патологических изменений. 

Резюме 

Выделяемые ЭК провоспалительные цитокины являются одними из 

основных молекулярных медиаторов, регулирующих ответ ЭК на воздействие 
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различных факторов риска, обусловливающих развитие коморбидных состояний. 

Как правило, пациенты с АС или ИБС характеризуются мультиморбидностью, 

которая в сочетании с возможностью прижизненного выделения ЭК при 

коронарном шунтировании или при протезировании АК делает актуальным 

получение ЭК-ВГА, ЭК-БПВ, МСЭК и ЭК-АК с целью последующих 

исследований в области патологической физиологии. В данной подглаве 

диссертационного исследования был проведен анализ механизмов 

провоспалительной активации ЭК-ВГА, ЭК-БПВ и МСЭК, полученных от одних 

и тех же пациентов с ИБС при выполнении коронарного шунтирования, после их 

выделения из организма. В качестве группы сравнения были использованы ЭК-

АК, полученные от пациентов с АС при протезировании АК. 

При культивировании указанных ЭК-ВГА, ЭК-БПВ и МСЭК после их 

выделения из организма были детектированы 12 цитокинов (MIF, PTX3, GM-CSF, 

G-CSF, IL-6, IL-8, CCL2, CCL5, CCL20, CXCL1, CXCL5 и CXCL10) 

секретируемых ЭК вне зависимости от своей локализации в организме человека. 

После выделения из организма пациентов с ИБС ЭК-ВГА обладали наиболее 

высокой провоспалительной активностью, отражаемой повышенной экспрессией 

генов провоспалительных цитокинов CSF2, CSF3, CCL2, CCL20 и CXCL10 в 

сравнении с ЭК-БПВ и МСЭК. Среди генов указанных цитокинов наибольший 

вклад в развитие провоспалительной активации ЭК-ВГА, ЭК-БПВ и МСЭК 

вносили гены хемокинов (CCL2, CXCL8, CXCL1 и MIF), пентраксина-3 (PTX3) и 

интерлейкина-6 (IL6). Полученные результаты позволили сделать вывод о более 

выраженной провоспалительной активации ЭК-ВГА в сравнении с ЭК-АК, ЭК-

БПВ и МСЭК, обусловленной скорее количественными (повышение экспрессии 

генов синтезируемых цитокинов), чем качественными (увеличение разнообразия 

выделяемых цитокинов) различиями.  

Различная чувствительность и устойчивость артерий человека к развитию 

атеросклеротического поражения обусловливает необходимость определения 

механизмов провоспалительной активации ЭК поражаемых атеросклерозом 

артерий и ЭК атерорезистентных артерий. Из поражаемых атеросклерозом 
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артерий особенную значимость имеет КА, поскольку ее стеноз и атеротромбоз 

приводят к развитию ИБС, в том числе инфаркта миокарда. Наиболее устойчивой 

к развитию атеросклероза является ВГА, по этой причине активно применяемая в 

качестве кондуита для коронарного шунтирования. Выявление того, что даже ЭК-

ВГА (полученные из устойчивой к развитию атеросклероза артерии) обладают 

повышенной провоспалительной активностью в сравнении с ЭК-БПВ и МСЭК, 

позволяет предположить еще более высокую провоспалительную активность у 

ЭК-КА (выделяемых из поражаемой атеросклерозом артерии). Получение ЭК-КА 

и ЭК-ВГА из одного и того же донора делает возможным и целесообразным 

сравнительный анализ их провоспалительной активности после выделения из 

организма и выявление механизмов их провоспалительной активации в условиях 

моделирования дисфункции эндотелия. Решение данной научной задачи является 

необходимым для патогенетического обоснования ускоренного развития 

атеросклеротического поражения в ЭК-КА в сочетании с атерорезистентностью 

ЭК-ВГА, а также для более широкого патогенетического обоснования 

применения различных подходов к противовоспалительной терапии в 

профилактике ИБС. 
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3.2. Определение механизмов провоспалительной активации ЭК-КА и 
ЭК-ВГА в базальном состоянии и при моделировании дисфункции эндотелия 

Для определения механизмов провоспалительной активации полученных из 

поражаемой атеросклерозом ЭК-КА и полученных из атерорезистентной артерии 

ЭК-ВГА, после их выделения из организма одного и того же донора было 

проведено скрининговое измерение цитокинов в культуральной среде методом 

дот-блоттинга с потенциалом детекции 109 провоспалительных молекул. После 

объединения культуральной среды от каждого из указанных типов ЭК и ее 6-

кратного концентрирования в среде (то есть в микроокружении ЭК) были 

детектированы MIF, IL-6, IL-8, IL-17α, PTX3, GM-CSF, G-CSF, хемокины CCL2, 

CCL5, CCL19, CCL20, CXCL1, CXCL5, CXCL10, CXCL11 и CXCL12 (рис. 3). 

 

Рисунок 3 – Дот-блот-анализ содержания провоспалительных цитокинов в среде 
от ЭК-КА и ЭК-ВГА, полученных от одного и того же донора. Сверху: 

хемилюминесцентная детекция. Снизу: расположение цитокинов на мембранах. 
Провоспалительные цитокины выделены розовым, ангиогенные молекулы – 

красным, протромботические молекулы – зеленым, растворимые формы 
рецепторов ЭК – желтым, прочие молекулы – голубым. 

 

Для дальнейшего сравнения провоспалительной активности ЭК-КА и ЭК-

ВГА был выполнен анализ экспрессии генов провоспалительных цитокинов и 
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молекул клеточной адгезии методом ОТ-кПЦР. В ЭК-КА наблюдалось 

повышение экспрессии генов MIF, IL6, CXCL8, CCL2, CCL5, CSF3, CXCL1, 

CXCL5, CXCL10, PTX3, VCAM1 и SELE с КИЭ ≥ 1,50 и P < 0,05 при снижении 

всего лишь одного гена провоспалительных цитокинов (CSF2) с КИЭ ≤ 0,67 и P < 

0,05 (табл. 5). Наибольший вклад в провоспалительную активность ЭК-КА и ЭК-

ВГА вносили гены MIF, CCL2, PTX3, CXCL1, CXCL8 и IL6 (табл. 5). Экспрессия 

вышеперечисленных шести генов была стабильно выше остальных: CSF2, 

CXCL10, CXCL5, CCL20, CSF3 и CCL5 (табл. 5). Данные результаты 

свидетельствовали о более выраженной провоспалительной активности ЭК-КА в 

сравнении с ЭК-ВГА, что согласуется со склонностью КА к развитию 

атеросклеротического поражения. 

Таблица 5 – Анализ экспрессии генов провоспалительных цитокинов и 
молекул клеточной адгезии в ЭК-КА и ЭК-ВГА, полученных от одного и того же 
донора 

Ген 

ΔCt, среднее арифметическое 

ЭК-КА ЭК-ВГА 
Ранг 

КИЭ 

Значение P 

Провоспалительные цитокины 

MIF 

ΔCt, среднее арифметическое 2,80800 0,29990 

Ранг 1 2 

КИЭ 9,36 1,00 

Значение P < 0,001 1,000 

IL6 

ΔCt, среднее арифметическое 0,00722 0,00443 

Ранг 1 2 

КИЭ 1,63 1,00 

Значение P 0,002 1,000 

CXCL8 

ΔCt, среднее арифметическое 0,13300 0,02943 

Ранг 1 2 

КИЭ 4,52 1,00 

Значение P < 0,001 1,000 

CCL2 

ΔCt, среднее арифметическое 1,10700 0,30960 

Ранг 1 2 

КИЭ 3,58 1,00 

Значение P < 0,001 1,000 

CCL5 

ΔCt, среднее арифметическое 0,00252 0,00117 

Ранг 1 2 

КИЭ 2,16 1,00 

Значение P 0,002 1,000 

CCL20 ΔCt, среднее арифметическое 0,00130 0,00284 
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Ранг 2 1 

КИЭ 0,46 1,00 

Значение P 0,884 1,000 

CSF2 

ΔCt, среднее арифметическое 0,00420 0,02798 

Ранг 2 1 

КИЭ 0,15 1,00 

Значение P < 0,001 1,000 

CSF3 

ΔCt, среднее арифметическое 0,00307 0,00047 

Ранг 1 2 

КИЭ 6,52 1,00 

Значение P < 0,001 1,000 

CXCL1 

ΔCt, среднее арифметическое 0,37560 0,05433 

Ранг 1 2 

КИЭ 6,91 1,00 

Значение P < 0,001 1,000 

CXCL5 

ΔCt, среднее арифметическое 0,00642 0,00013 

Ранг 1 2 

КИЭ 47,78 1,00 

Значение P < 0,001 1,000 

CXCL10 

ΔCt, среднее арифметическое 0,00700 0,00095 

Ранг 1 2 

КИЭ 7,41 1,00 

Значение P < 0,001 1,000 

PTX3 

ΔCt, среднее арифметическое 1,12200 0,02251 

Ранг 1 2 

КИЭ 49,84 1,00 

Значение P < 0,001 1,000 

Молекулы клеточной адгезии 

VCAM1 

ΔCt, среднее арифметическое 0,00200 0,00039 

Ранг 1 2 

КИЭ 5,14 1,00 

Значение P < 0,001 1,000 

ICAM1 

ΔCt, среднее арифметическое 0,05398 0,06455 

Ранг 2 1 

КИЭ 0,84 1,00 

Значение P 0,134 1,000 

SELE 

ΔCt, среднее арифметическое 0,00478 0,00182 

Ранг 1 2 

КИЭ 2,63 1,00 

Значение P 0,003 1,000 

SELP 

ΔCt, среднее арифметическое 0,01192 0,00498 

Ранг 1 2 

КИЭ 2,40 1,00 

Значение P 0,481 1,000 

Сумма рангов 19 29 

 

С целью расширенного анализа провоспалительной активности ЭК-КА и 

ЭК-ВГА было проведено полнотранскриптомное секвенирование ДНК-библиотек, 
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подготовленных после деплеции рРНК в образцах РНК, выделенной из 

лизированных ЭК-КА и ЭК-ВГА после моделирования их дисфункции 

посредством добавления КПЧ. Биоинформатический анализ выявил 40 генов 

цитокинов, экспрессированных в ЭК-КА и ЭК-ВГА после их выделения из 

организма (MIF, CCL2, PTX3, IL32, CXCL1, TGFB1, LTB, CXCL8, CSF1, CCL14, 

TGFB2, IL33, CXCL16, CXCL2, IL1A, CSF3, IL6, IL17D, CXCL3, CXCL6, IL12A, 

CXCL5, TGFB3 и CXCL12, TNF, CXCL11, IL15, CCL5, IL23A, IL16, TGFA, CCL28, 

CXCL10, IL7, CSF2, IFNE, CCL20, CCL16, IL34, IL17C, LTA). При моделировании 

дисфункции эндотелия статистически значимое повышение экспрессии (КИЭ ≥ 

1,50 и P < 0,05) в дисфункциональных ЭК в сравнении с интактными наблюдалось 

в 24 генах: CSF2, CCL5, CCL20, CXCL5, CXCL8, CXCL3, CXCL11, IL1A, CXCL6, 

IFNE, CCL16, CXCL2, LTB, LTA, IL23A, CSF1, CXCL1, CXCL10, CSF3, IL6, IL32, 

TGFB1, CCL2 и IL7, что составило 60% (24 из 40) от их общего количества (табл. 

6). Среднее количество ТМП ≥ 2,5 (указывающее на стабильную детекцию при 

ОТ-кПЦР) в интактных ЭК наблюдалось также для 24 генов цитокинов (MIF, 

CCL2, PTX3, IL32, CXCL1, TGFB1, LTB, CXCL8, CSF1, CCL14, TGFB2, IL33, 

CXCL16, CXCL2, IL1A, CSF3, IL6, IL17D, CXCL3, CXCL6, IL12A, CXCL5, TGFB3 и 

CXCL12), из которых у 14 (58%, 14 из 24) генов отмечалась повышенная 

экспрессия (КИЭ ≥ 1,50 и P < 0,05) при дисфункции эндотелия (CCL2, IL32, 

CXCL1, TGFB1, LTB, CXCL8, CSF1, CXCL2, IL1A, CSF3, IL6, CXCL3, CXCL6 и 

CXCL5, табл. 6). 

Таблица 6 – Результаты анализа экспрессии генов провоспалительных 
цитокинов при полнотранскриптомном секвенировании ЭК-КА и ЭК-ВГА, 
полученных от одного и того же донора, при моделировании дисфункции 
эндотелия посредством инкубации с КПЧ в течение 24 часов 

Ген 
Среднее количество ТМП 

в интактных ЭК 

Среднее количество ТМП в 
дисфункциональных ЭК 

КИЭ Значение P 

MIF 1745,61 653,63 0,37 0,002 

CCL2 1016,46 1580,36 1,55 0,038 

PTX3 298,34 390,25 1,31 0,156 

IL32 237,37 407,54 1,72 0,021 

CXCL1 165,17 440,92 2,67 0,002 

TGFB1 91,48 147,15 1,61 0,033 
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LTB 69,76 291,91 4,18 < 0,001 

CXCL8 45,56 322,49 7,08 < 0,001 

CSF1 42,11 113,84 2,70 0,001 

CCL14 34,68 26,50 0,76 0,27 

TGFB2 27,12 6,55 0,24 < 0,001 

IL33 21,80 2,09 0,10 < 0,001 

CXCL16 15,01 7,03 0,47 0,006 

CXCL2 13,70 59,35 4,33 < 0,001 

IL1A 7,74 40,04 5,17 < 0,001 

CSF3 7,64 14,17 1,85 0,013 

IL6 4,97 9,02 1,82 0,016 

IL17D 4,76 4,17 0,88 0,53 

CXCL3 4,67 33,01 7,07 < 0,001 

CXCL6 4,36 21,42 4,91 < 0,001 

IL12A 4,35 3,38 0,78 0,24 

CXCL5 3,82 45,20 11,82 < 0,001 

TGFB3 3,36 2,04 0,61 0,030 

CXCL12 2,78 2,77 1,00 0,83 

TNF 1,73 1,32 0,76 0,28 

CXCL11 1,44 8,05 5,60 < 0,001 

IL15 1,38 1,49 1,08 0,79 

CCL5 1,01 32,58 32,41 < 0,001 

IL23A 0,89 2,69 3,01 0,001 

IL16 0,69 0,23 0,33 0,001 

TGFA 0,62 0,59 0,95 0,74 

CCL28 0,54 0,04 0,07 < 0,001 

CXCL10 0,32 0,66 2,08 0,008 

IL7 0,31 0,47 1,50 0,042 

CSF2 0,28 17,37 61,26 < 0,001 

IFNE 0,28 1,35 4,75 < 0,001 

CCL20 0,27 6,15 22,43 < 0,001 

CCL16 0,25 1,15 4,63 < 0,001 

IL34 0,21 0,19 0,89 0,61 

IL17C 0,14 0,01 0,07 < 0,001 

LTA 0,10 0,35 3,56 < 0,001 

 

Аналогичный анализ экспрессии 24 генов провоспалительных молекул 

клеточной адгезии выявил ее статистически значимое повышение (КИЭ ≥ 1,50 и P 

< 0,05) в дисфункциональных ЭК в сравнении с интактными для генов L1CAM, 

MADCAM1, EPCAM, HEPACAM, CEACAM1, ICAM4, SELE, VCAM1, NCAM2, 

ICAM5, ICAM1, ALCAM и NRCAM (табл. 7). Таким образом, повышенной 

экспрессией (КИЭ ≥ 1,50 и P < 0,05) при дисфункции ЭК артерий 

характеризовались 13 из 24 (54%) генов провоспалительных молекул клеточной 

адгезии, однако среднее количество ТМП ≥ 2,5 из них детектировалось лишь для 
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5 (21%) генов (ICAM1, NRCAM, ALCAM, SELE и VCAM1, табл. 7). В совокупности 

данные результаты указывали на выраженную провоспалительную активацию в 

ЭК-КА и ЭК-ВГА при моделировании дисфункции эндотелия, что отражалось 

повышением экспрессии генов цитокинов и молекул клеточной адгезии. 

Таблица 7 – Результаты анализа экспрессии генов провоспалительных 

молекул клеточной адгезии при полнотранскриптомном секвенировании ЭК-КА и 
ЭК-ВГА, полученных от одного и того же донора, при моделировании 
дисфункции эндотелия посредством инкубации с КПЧ в течение 24 часов  

Ген 

Среднее значение 
количества ТМП в 

интактных ЭК 

Среднее значение 
количества ТМП в 

дисфункциональных ЭК 

КИЭ Значение P 

PECAM1 2621,60 1643,26 0,63 0,033 

MCAM 1407,90 1401,50 1,00 0,93 

ICAM2 763,28 327,15 0,43 0,005 

ICAM1 136,15 294,84 2,17 0,006 

NRCAM 96,92 147,57 1,52 0,043 

CERCAM 82,12 23,83 0,29 0,001 

ALCAM 53,76 105,82 1,97 0,010 

SELE 24,98 129,27 5,17 < 0,001 

SELP 19,73 4,52 0,23 < 0,001 

BCAM 15,47 19,45 1,26 0,34 

CEACAM19 12,22 6,33 0,52 0,010 

ICAM3 10,65 9,59 0,90 0,69 

VCAM1 8,14 33,26 4,09 < 0,001 

CEACAM1 2,25 15,36 6,83 < 0,001 

CEACAM21 2,10 1,93 0,92 0,74 

SELL 1,67 1,45 0,87 0,66 

NCAM1 0,079 0,013 0,17 < 0,001 

ICAM4 0,073 0,391 5,36 < 0,001 

NCAM2 0,034 0,137 3,99 < 0,001 

MADCAM1 0,021 0,438 20,77 < 0,001 

ICAM5 0,006 0,016 2,70 0,0007 

EPCAM 0,005 0,078 15,97 < 0,001 

HEPACAM 0,005 0,064 13,64 < 0,001 

L1CAM 0,001 0,344 481,4 < 0,001 

 

Далее был проведен многопараметрический анализ концентрации 

провоспалительных цитокинов, выделяемых ЭК-КА и ЭК-ВГА под воздействием 

первичных и вторичных КПЧ (вызывающих умеренную и выраженную 

дисфункцию эндотелия соответственно). Воздействие первичных КПЧ на ЭК-КА 

вызывало повышение выделения (КИЭ ≥ 1,50 и P < 0,05) 10 провоспалительных 
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цитокинов: интерлейкинов (IL-1β, IL-6, IL-8, IL-12) и хемокинов (CXCL1, 

CXCL10, TNF-α, TGF-α, G-CSF и GM-CSF), в то время как при добавлении 

первичных КПЧ к ЭК-ВГА наблюдалось повышенное выделение (КИЭ ≥ 1,50 и P 

< 0,05) 4 провоспалительных цитокинов (IL-1β, IL-6, CXCL10 и CCL5, табл. 8). 

Воздействие вторичных КПЧ на ЭК-КА приводило к повышению выделения 

(КИЭ ≥ 1,50 и P < 0,05) 27 провоспалительных цитокинов: IL-1α, IL-β, IL-2, IL-6, 

IL-7, IL-8, IL-10, IL-12, IL-13, IL-17α, IL-1Rα, хемокинов CXCL1, CXCL10, CCL3, 

CCL4, CCL5, CCL11, CCL22, TNF-α, TNF-β, TGF-α, G-CSF, GM-CSF, IFN-α2, 

IFN-γ, sCD40L и Flt-3L (табл. 8). В то же время воздействие вторичных КПЧ на 

ЭК-ВГА вызывало повышение секреции (КИЭ ≥ 1,50 и P < 0,05) лишь 7 

провоспалительных цитокинов: IL-1β, IL-6, IL-8, IL-13, IL-17α, CXCL10 и CCL5 

(табл. 8). Таким образом, ЭК-КА характеризовались более выраженной 

провоспалительной активацией при 24-часовой инкубации с модельным 

пусковым фактором дисфункции эндотелия в сравнении с более устойчивыми к 

патологическому воздействию ЭК-ВГА. 

Таблица 8 – Анализ провоспалительных цитокинов в среде от ЭК-КА и ЭК-

ВГА методом xMAP после моделирования дисфункции эндотелия посредством 
инкубации с первичными (КПЧ-1) и вторичными (КПЧ-2) КПЧ в течение 24 часов 

Концентрация 
цитокинов, 

пг/мл 

IL-1a IL-1β IL-2 IL-5 IL-6 

Тип ЭК 
ЭК-

КА 

ЭК-

ВГА 

ЭК-

КА 

ЭК-

ВГА 

ЭК-

КА 

ЭК-

ВГА 

ЭК-

КА 

ЭК-

ВГА 

ЭК-

КА 

ЭК-

ВГА 

ФСБД 9,01 8,88 2,99 4,70 1,92 1,90 1,06 0,93 7,41 4,79 

 КПЧ-1 8,71 7,96 11,77 8,87 1,73 1,36 0,63 0,76 112,98 21,84 

 КПЧ-2 18,13 9,10 15,39 10,88 3,04 1,21 1,42 1,13 243,51 59,74 

КИЭ (КПЧ-1) 0,97 0,90 3,94 1,89 0,90 0,72 0,60 0,81 15,24 4,56 

Значение P 0,92 0,87 
< 

0,001 
0,031 0,89 0,12 0,07 0,74 

< 

0,001 

< 

0,001 

КИЭ (КПЧ-2) 2,01 1,03 5,16 2,31 1,58 0,64 1,35 1,22 32,84 12,48 

Значение P 0,024 0,94 
< 

0,001 
0,016 0,044 0,14 0,23 0,47 

< 

0,001 

< 

0,001 

Концентрация 
цитокинов, 

пг/мл 

IL-7 IL-8 IL-10 IL-12 IL-13 

Тип ЭК 
ЭК-

КА 

ЭК-

ВГА 

ЭК-

КА 

ЭК-

ВГА 

ЭК-

КА 

ЭК-

ВГА 

ЭК-

КА 

ЭК-

ВГА 
ЭК-КА 

ЭК-

ВГА 

ФСБД 3,33 3,30 435,02 1477,3 4,65 5,16 11,87 25,67 3,98 3,94 

 КПЧ-1 3,55 3,49 2000,0 2000,0 4,38 4,13 27,62 13,99 3,79 3,82 
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 КПЧ-2 6,53 3,54 2000,0 2000,0 10,43 5,02 35,27 17,61 7,70 5,93 

КИЭ (КПЧ-1) 1,07 1,06 4,60 1,35 0,94 0,80 2,33 0,54 0,95 0,97 

Значение P 0,81 0,85 
< 

0,001 
0,25 0,86 0,62 0,014 0,06 0,88 0,93 

КИЭ (КПЧ-2) 1,96 1,07 4,60 1,35 2,24 0,97 2,97 0,69 1,93 1,50 

Значение P 0,022 0,80 
< 

0,001 
0,25 0,019 0,95 0,001 0,26 0,028 0,050 

Концентрация 
цитокинов, 

пг/мл 

IL-15 IL-17α IL-1Rα CXCL1 CXCL10 

Тип ЭК 
ЭК-

КА 

ЭК-

ВГА 

ЭК-

КА 

ЭК-

ВГА 

ЭК-

КА 

ЭК-

ВГА 

ЭК-

КА 

ЭК-

ВГА 

ЭК-

КА 

ЭК-

ВГА 

ФСБД 2,89 2,77 3,50 3,66 14,06 16,09 685,4 655,5 29,35 57,88 

 КПЧ-1  2,24 2,49 3,14 4,23 13,58 13,99 1580,8 628,4 83,41 91,46 

 КПЧ-2 3,65 2,90 8,48 6,29 35,80 14,58 1635,9 655,4 107,23 87,65 

КИЭ (КПЧ-1) 0,77 0,90 0,90 1,16 0,97 0,87 2,31 0,96 2,84 1,58 

Значение P 0,23 0,88 0,87 0,61 0,91 0,82 0,018 0,89 0,0021 0,041 

КИЭ (КПЧ-2) 1,26 1,05 2,42 1,72 2,55 0,91 2,39 1,00 3,65 1,51 

Значение P 0,36 0,86 0,013 0,036 0,008 0,92 0,012 0,99 
< 

0,001 
0,050 

Концентрация 
цитокинов, 

пг/мл 

CCL3 CCL4 CCL5 CCL7 CCL11 

Тип ЭК 
ЭК-

КА 

ЭК-

ВГА 

ЭК-

КА 

ЭК-

ВГА 

ЭК-

КА 

ЭК-

ВГА 

ЭК-

КА 

ЭК-

ВГА 

ЭК-

КА 

ЭК-

ВГА 

ФСБД 11,30 12,08 2,99 2,69 19,34 32,97 27,91 28,60 15,75 22,85 

 КПЧ-1  16,63 9,97 2,46 2,21 21,21 59,73 24,83 25,93 21,96 22,73 

 КПЧ-2 24,03 13,18 5,33 1,96 43,91 105,72 41,49 29,97 26,61 20,70 

КИЭ (КПЧ-1) 1,47 0,83 0,82 0,82 1,10 1,81 0,89 0,91 1,39 0,99 

Значение P 0,059 0,79 0,77 0,76 0,72 0,041 0,87 0,09 0,20 0,98 

КИЭ (КПЧ-2) 2,13 1,09 1,78 0,73 2,27 3,21 1,49 1,05 1,69 0,91 

Значение P 0,017 0,75 0,030 0,15 0,019 
< 

0,001 
0,057 0,88 0,034 0,93 

Концентрация 
цитокинов, 

пг/мл 

CCL22 TNF-α TNF-β TGF-α G-CSF 

Тип ЭК 
ЭК-

КА 

ЭК-

ВГА 

ЭК-

КА 

ЭК-

ВГА 

ЭК-

КА 

ЭК-

ВГА 

ЭК-

КА 

ЭК-

ВГА 

ЭК-

КА 

ЭК-

ВГА 

ФСБД 39,19 34,53 2,44 2,63 8,10 6,87 1,07 1,17 1,02 1,15 

 КПЧ-1 27,09 23,74 5,06 2,58 6,47 7,52 2,14 0,78 2,15 1,19 

 КПЧ-2 90,57 33,50 4,85 2,63 13,24 8,42 2,99 0,90 6,13 1,20 

КИЭ (КПЧ-1) 0,69 0,69 2,08 0,98 0,80 1,09 2,01 0,66 2,11 1,03 

Значение P 0,08 0,09 0,026 0,99 0,59 0,73 0,023 0,055 0,024 0,97 

КИЭ (КПЧ-2) 2,31 0,97 1,99 1,00 1,64 1,22 2,80 0,77 6,01 1,04 

Значение P 0,019 0,99 0,025 0,99 0,036 0,47 0,004 0,26 
< 

0,001 
0,94 

Концентрация 
цитокинов, 

пг/мл 

GM-CSF IFN-α2 IFN-γ sCD40L Flt-3L 

Тип ЭК 
ЭК-

КА 

ЭК-

ВГА  
ЭК-

КА 

ЭК-

ВГА 

ЭК-

КА 

ЭК-

ВГА 

ЭК-

КА 

ЭК-

ВГА  
ЭК-

КА 

ЭК-

ВГА 

ФСБД 9,55 15,26 18,43 21,30 9,29 9,56 19,46 20,36 16,71 15,42 

 КПЧ-1 16,24 14,53 15,89 15,77 9,26 7,96 16,55 11,96 16,63 14,11 

 КПЧ-2 26,13 20,38 33,70 27,90 16,90 9,95 32,05 17,57 26,02 16,08 

КИЭ (КПЧ-1) 1,70 0,95 0,86 0,74 1,00 0,83 0,85 0,59 0,99 0,91 
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Значение P 0,038 0,94 0,77 0,21 0,99 0,72 0,76 0,061 0,99 0,85 

КИЭ (КПЧ-2)  2,74 1,34 1,83 1,31 1,82 1,04 1,65 0,86 1,56 1,04 

Значение P 0,005 0,18 0,039 0,22 0,028 0,93 0,040 0,79 0,048 0,97 

 

Полученные в данной подглаве диссертационного исследования результаты 

подтвердили широкий спектр провоспалительных цитокинов, выделяемых ЭК-КА 

и ЭК-ВГА. Оба данных типа ЭК характеризовались выделением большого 

количества хемокинов (MIF, CCL2, CCL5, CCL19, CCL20, CXCL1, CXCL5, 

CXCL8, CXCL10, CXCL11 и CXCL12), интерлейкинов (IL-6, IL-17α), 

пентраксина-3 и провоспалительных колониестимулирующих факторов (GM-CSF 

и G-CSF), что подтверждает сохранение провоспалительной активности ЭК 

артерий после их выделения из организма и согласуется с результатами, 

полученными в предыдущей подглаве диссертации. Наибольший вклад в 

провоспалительную активность ЭК-КА и ЭК-ВГА вносили хемокины (MIF, CCL2, 

CXCL1 и CXCL8), пентраксин-3 и IL-6, что также свидетельствует об 

идентичности механизмов регуляции воспаления в ЭК артерий (ЭК-ВГА), ЭК вен 

(ЭК-БПВ) и ЭК сосудов микроциркуляторного русла (МСЭК) и в ЭК 

атерочувствительных (ЭК-КА) и атерорезистентных (ЭК-ВГА) артерий. 

Значительное количество генов провоспалительных цитокинов (40), 

экспрессируемых в ЭК-КА и ЭК-ВГА после их выделения из организма, а также 

статистически значимое повышение экспрессии большей части данных генов (24 

из 40, то есть 60%) при моделировании дисфункции эндотелия путем 24-часовой 

инкубации ЭК-КА и ЭК-ВГА с повреждающим фактором (КПЧ) указывает на ЭК 

как на потенциальный резервуар цитокинов при развитии системного 

воспалительного ответа – к примеру, при среднетяжелом или тяжелом течении 

COVID-19, а также при тяжелом течении синдрома системного воспалительного 

ответа и полиорганной недостаточности [5, 79, 101, 137, 185, 189]. Следует 

отметить, что выявленная закономерность не зависела от выбранного порога 

экспрессии генов провоспалительных цитокинов – при ТМП ≥ 0,1 (что обозначает 

принципиальную экспрессию гена в клетке) повышенной экспрессией при 

моделировании дисфункции эндотелия характеризовались 24 из 40 генов 
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провоспалительных цитокинов (60%), а при ТМП ≥ 2,5 (что обозначает 

стабильную экспрессию гена в клетке) – 14 из 24 генов провоспалительных 

цитокинов (58%). Анализ экспрессии генов провоспалительных молекул 

клеточной адгезии также подтвердил статистически значимое повышение их 

экспрессии для 13 генов из 24 (54%), однако при этом стабильная экспрессия 

(ТМП ≥ 2,5) при провоспалительной активации эндотелия наблюдалась лишь для 

5 из 24 генов (21%). Данное наблюдение указывает на более высокую значимость 

цитокинов (из которых при дисфункции эндотелия стабильно повышается 

экспрессия ≈ 60%) в сравнении с молекулами клеточной адгезии (из которых при 

дисфункции эндотелия стабильно повышается экспрессия ≈ 20%) для развития 

провоспалительной активации эндотелия. Это может быть объяснено более 

широким разнообразием функций провоспалительных цитокинов, отвечающих за 

привлечение иммунных клеток из циркулирующего кровотока (что требует 

воздействия на широкий спектр их цитокиновых и хемокиновых рецепторов) в 

сравнении с провоспалительными молекулами клеточной адгезии, единственной 

функцией которых является связывание лейкоцитов при их маргинации и 

роллинге [20]. Данное предположение также согласуется с опубликованными в 

литературе данными о механизмах провоспалительной активации ЭК [84, 89, 103, 

119, 180, 189]. Тем не менее, повышение экспрессии генов целого ряда молекул, 

составляющих оба механизма провоспалительной активации ЭК (повышение 

выделения цитокинов и увеличение экспрессии молекул клеточной адгезии), при 

индуцированной дисфункции эндотелия свидетельствует о принципиальной 

важности обоих данных механизмов в развитии этого патологического процесса. 

Идентичность спектра провоспалительных цитокинов, выделяемых 

полученными из поражаемой атеросклерозом артерии ЭК-КА и полученными из 

атерорезистентной артерии ЭК-ВГА, указывает на значимость поддержания 

провоспалительной активности ЭК для сохранения их гомеостатических функций 

вне зависимости от локализации ЭК в организме и от чувствительности артерии к 

воздействию повреждающих факторов. Об этом же свидетельствуют и работы 

других авторов [15, 84, 103, 190]. В контексте патологической физиологии 
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вероятно, что провоспалительная активность ЭК имеет определенный 

эволюционный смысл, обеспечивая выделение достаточного уровня цитокинов в 

системный кровоток для поддержания врожденного иммунного ответа на 

инфекции различного рода. Тем не менее, провоспалительная активность ЭК-КА 

была существенно выше, чем у ЭК-ВГА, что отражалось увеличением экспрессии 

генов большинства из выделяемых в микроокружение цитокинов (MIF, IL6, 

CXCL8, CCL2, CCL5, CSF3, CXCL1, CXCL5, CXCL10, PTX3) и провоспалительных 

молекул клеточной адгезии (VCAM1 и SELE). Таким образом, ЭК поражаемой 

атеросклерозом артерии (ЭК-КА) характеризовались патологической 

провоспалительной активацией в сравнении с ЭК устойчивой к развитию 

атеросклероза артерии (ЭК-ВГА), провоспалительная активность которых не 

приводит к развитию функциональных нарушений в условиях поддерживающего 

их гомеостаз ламинарного потока крови [68, 97, 124, 143, 148]. Вероятнее всего, в 

условиях характерного для КА турбулентного потока крови [73, 88] избыточность 

провоспалительной активности ЭК-КА имеет еще более высокую 

патогенетическую значимость. 

На основании полученных данных можно предположить, что исходно более 

высокая провоспалительная активность ЭК-КА является одной из причин 

ускоренного развития атеросклероза в КА в сравнении с ВГА, что согласуется с 

литературными данными о повышенном выделении ЭК-ВГА одного из ключевых 

вазодилататоров – монооксида азота (NO) [88, 133]. Последующие эксперименты 

по сравнению ЭК-КА и ЭК-ВГА, а также физиологического и патологического (то 

есть дисфункционального) эндотелиальных фенотипов, вероятнее всего, могут 

быть направлены на анализ синтеза и выделения ими вазоконстрикторов (в 

частности, эндотелина-1) и вазодилататоров (к примеру, брадикинина). Следует 

отметить, что прямое определение уровня вазоконстрикторов и вазодилататоров в 

эксперименте достаточно затруднено вследствие их небелковой природы (NO 

является газом, простациклин, прочие простагландины и тромбоксан А2 – 

продуктами метаболизма арахидоновой кислоты). На основании теоретических 

знаний, экспериментальных наблюдений и литературных данных [129] можно 
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предположить, что баланс между выделением ЭК вазоконстрикторов и 

вазодилататоров при моделировании дисфункции эндотелия целесообразно 

определять путем сопоставления результатов измерения концентрации 

эндотелина-1 в микроокружении ЭК (к примеру, в культуральной среде) и оценки 

экспрессии гена NOS3, а также содержания общей и фосфорилированных форм 

эндотелиальной NO-синтазы в самих ЭК после их лизиса. 

Помимо более высокой провоспалительной активности после выделения из 

организма, полученные из поражаемой атеросклерозом артерии ЭК-КА обладали 

существенно более высокой чувствительностью к развитию провоспалительной 

активации эндотелия при добавлении соответствующего пускового фактора 

(КПЧ) в сравнении с полученными из атерорезистентной артерии ЭК-ВГА. Это 

выражалось в выделении ЭК-КА значительно более широкого спектра 

провоспалительных цитокинов при индуцированной дисфункции эндотелия (10 

при умеренной и 27 при тяжелой дисфункции эндотелия) в сравнении с ЭК-ВГА 

(4 при умеренной и 7 при тяжелой дисфункции эндотелия). Таким образом, 

данная патогенетическая закономерность сохранялась вне зависимости от силы 

воздействия повреждающего фактора (первичных и вторичных КПЧ, 

вызывающих умеренную и тяжелую провоспалительную активацию эндотелия 

соответственно). Следует отметить, что спектр цитокинов, выделяемых ЭК-КА и 

ЭК-ВГА при моделировании дисфункции эндотелия, при многопараметрическом 

анализе их содержания в культуральной среде с использованием 

конъюгированных с антителами магнитных микросфер в значительной степени 

пересекался с таковым при анализе генной экспрессии (в том числе отражая 

существенную роль IL-6, IL-8 и CXCL1 в развитии провоспалительной активации 

ЭК-КА и ЭК-ВГА). Это свидетельствует о технической надежности полученных 

результатов и также указывает в пользу гипотезы о важности эндотелия как 

резервуара цитокинов в контесте развития системного воспалительного ответа 

[79, 101, 137, 185, 189]. Полученные результаты указывали на более высокую 

чувствительность ЭК-КА и на повышенную устойчивость ЭК-ВГА к развитию 

провоспалительной активации эндотелия как непосредственно после выделения 
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из организма, так и при моделировании дисфункции эндотелия различной степени 

тяжести (то есть при воздействии повреждающих факторов различной силы). 

В совокупности полученные данные позволили предположить, что 

сочетание высокой провоспалительной активности ЭК-КА, повышенной 

чувствительности ЭК-КА к воздействию повреждающих факторов и воздействия 

в организме турбулентного потока крови, способствующего развитию нарушений 

эндотелиального гомеостаза, на эндотелий КА определяет ее склонность к 

атеросклеротическому поражению. В то же время умеренная провоспалительная 

активность ЭК-ВГА, устойчивость ЭК-ВГА к воздействию пусковых факторов 

дисфункции эндотелия и ламинарный поток крови обеспечивают 

атерорезистентность ВГА. 

Помимо этого, различная выраженность провоспалительной активации 

полученных из поражаемой атеросклерозом артерии ЭК-КА и полученных из 

атерорезистентной артерии ЭК-ВГА также указывает на необходимость 

использования ЭК из различных кровеносных сосудов при моделировании 

дисфункции эндотелия. Отсутствие выраженной провоспалительной активации в 

устойчивых к ее развитию ЭК-ВГА может не в полной мере отражать патогенное 

действие пускового фактора дисфункции эндотелия, что требует параллельного 

моделирования патологического процесса на ЭК-КА или ЭК другой поражаемой 

атеросклерозом артерии. В то же время изучение механизмов провоспалительной 

активации ЭК артерий, помимо высокореактивных ЭК-КА, требует также 

выполнения экспериментов на относительно устойчивых к воздействию 

повреждающего фактора ЭК-ВГА для понимания молекулярных основ 

устойчивости эндотелия артерий человека к пусковым факторам их дисфункции, 

обусловленным основным заболеванием (ИБС) или коморбидными состояниями. 

Таким образом, полученные в данной подглаве диссертационного исследования 

результаты могут быть непосредственно применены при моделировании 

дисфункции эндотелия в последующих экспериментах. 
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Резюме 

Провоспалительная активация ЭК, проявляющаяся повышением выделения 

широкого спектра цитокинов и увеличением экспрессии генов молекул клеточной 

адгезии, является одним из основных последствий развития дисфункции 

эндотелия. В силу высокой распространенности атеросклероза, патогенетической 

важности дисфункции эндотелия как пускового фактора его развития и 

полученных в предыдущей подглаве диссертации данных о повышенной 

провоспалительной активности ЭК артерий, в данной подглаве был проведен 

анализ механизмов провоспалительной активации полученных из поражаемой 

атеросклерозом ЭК-КА и полученных из атерорезистентной артерии ЭК-ВГА при 

моделировании дисфункции эндотелия путем добавления КПЧ. Для устранения 

межиндивидуальной вариабельности ЭК-КА и ЭК-ВГА были получены от одного 

и того же донора. 

Культивирование ЭК-КА и ЭК-ВГА после их выделения из организма 

сопровождалось многообразием выдялемых ими провоспалительных молекул 

(MIF, IL-6, IL-8, IL-17α, G-CSF, GM-CSF, CCL2, CCL5, CCL19, CCL20, CXCL1, 

CXCL5, CXCL10, CXCL11, CXCL12 и PTX3). После выделения из организма 

одного и того же донора ЭК-КА обладали повышенной провоспалительной 

активностью, отражаемой повышенной экспрессией генов цитокинов MIF, IL6, 

CXCL8, CCL2, CCL5, CSF3, CXCL1, CXCL5, CXCL10, PTX3 и генов молекул 

клеточной адгезии VCAM1 и SELE в сравнении с ЭК-ВГА. Среди генов указанных 

цитокинов наибольший вклад в развитие провоспалительной активации ЭК-КА и 

ЭК-ВГА вносили гены хемокинов (MIF, CCL2, CXCL1 и CXCL8), пентраксина-3 

(PTX3) и интерлейкина-6 (IL6). Расширенный анализ генной экспрессии методом 

полнотранскриптомного секвенирования продемонстрировал наличие 40 

экспрессируемых генов провоспалительных цитокинов в ЭК-КА и ЭК-ВГА, 24 

(60%) из которых характеризовались повышенной экспрессией (КИЭ ≥ 1,50 и P < 

0,05) при моделировании дисфункции эндотелия (CSF2, CCL5, CCL20, CXCL5, 

CXCL8, CXCL3, CXCL11, IL1A, CXCL6, IFNE, CCL16, CXCL2, LTB, LTA, IL23A, 

CSF1, CXCL1, CXCL10, CSF3, IL6, IL32, TGFB1, CCL2 и IL7). Анализ экспрессии 
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24 генов провоспалительных молекул клеточной адгезии также выявил ее 

повышение (КИЭ ≥ 1,50 и P < 0,05) в ЭК-КА и ЭК-ВГА у 5 (21%) генов (ICAM1, 

NRCAM, ALCAM, SELE и VCAM1) при моделировании дисфункции эндотелия. В 

совокупности полученные результаты указывали на выраженную 

провоспалительную активацию генов цитокинов и молекул клеточной адгезии в 

ЭК-КА и ЭК-ВГА при моделировании дисфункции эндотелия. Воздействие 

повреждающего фактора (первичных и вторичных КПЧ, моделирующих 

умеренную и выраженную дисфункцию эндотелия соответственно) приводило к 

повышению экспрессии большего количества провоспалительных цитокинов в 

ЭК-КА (10 и 27 при воздействии первичных и вторичных КПЧ соответственно), 

чем в ЭК-ВГА (4 и 7 при воздействии первичных и вторичных КПЧ 

соответственно), что свидетельствовало о повышенной чувствительности ЭК-КА 

и о более высокой устойчивости ЭК-ВГА к развитию дисфункции эндотелия. 

Полученные результаты указывают на более высокую предрасположенность 

полученных из поражаемой атеросклерозом артерии ЭК-КА и на повышенную 

устойчивость полученных из атерорезистентной артерии ЭК-ВГА к 

провоспалительной активации и к развитию дисфункции эндотелия, предоставляя 

патогенетическое обоснование чувствительности КА и резистентности ВГА к 

атеросклеротическому поражению. Значимость патологического воздействия 

выделяемых дисфункциональными ЭК провоспалительных цитокинов и 

растворимых форм молекул клеточной адгезии в контексте развития системного 

воспалительного ответа и хронического низкоинтенсивного системного 

воспаления требует установления патологических изменений, сопровождающих 

развитие провоспалительной активации ЭК-КА и ЭК-ВГА при моделировании 

дисфункции эндотелия, а также последующей разработки алгоритма определения 

ее последствий в эксперименте. 
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3.3. Установление патологических изменений, сопровождающих 
развитие провоспалительной активации ЭК-КА и ЭК-ВГА 

С целью установления патологических изменений, сопровождающих 

развитие провоспалительной активации ЭК-КА и ЭК-ВГА, после моделирования 

дисфункции эндотелия посредством инкубации ЭК-КА и ЭК-ВГА с КПЧ в 

течение 24 часов и последующего выделения РНК из указанных ЭК было 

использовано полнотранскриптомное секвенирование. Данный метод 

моделирования дисфункции эндотелия был применен на основании успешной 

индукции провоспалительной активации эндотелия с его помощью в предыдущей 

подглаве диссертационной работы. При биоинформатическом анализе 

транскриптомных данных были выделены патофизиологически важные для 

развития дисфункции эндотелия классы молекул (маркеры эндотелиального 

фенотипа, компоненты эндотелиальной БМ и субэндотелиального ВКМ, 

молекулы сигнальных путей ангиогенеза, протромботической активации, 

окислительного и эндоплазматического стресса).  

Сравнительный анализ экспрессии генов описанных в литературе [43, 50, 

51, 66, 78, 80, 81, 84, 94, 102, 104, 105, 113, 126, 134, 140, 147, 194] маркеров 

эндотелиального фенотипа показал снижение экспрессии (КИЭ ≤ 0,67 и P < 0,05) 

большинства (21 из 45) маркеров эндотелиального фенотипа в 

дисфункциональных ЭК в сравнении с интактными, при этом данные гены 

кодировали либо про-ангиогенные факторы (ANGPTL2) или их рецепторы 

(EPHB2, EPHB4, NRP2, NRP1, TIE1), либо молекулы клеточной адгезии (ICAM2, 

ESAM, PECAM1) или белки межклеточных контактов (ITGA5, ITGB3, CDH5), либо 

транскрипционные факторы дифференцировки ЭК (FLI1, ERG, табл. 9). Таким 

образом, провоспалительная активация эндотелия сопровождалась признаками 

нарушений его классических функций – ангиогенной (способности формировать 

новые кровеносные сосуды) и барьерной (способности формировать 

полупроницаемый барьер за счет плотных, адгезивных и щелевых контактов). 
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Таблица 9 – Гены маркеров эндотелиального фенотипа со сниженной 
экспрессией (отражаемой КИЭ) в ЭК при моделировании дисфункции эндотелия 
посредством инкубации с КПЧ в течение 24 часов 

Ген Среднее количество ТМП в 
интактных ЭК 

Среднее количество ТМП в 
дисфункциональных ЭК 

КИЭ Значение P 

TIE1 475,24 319,75 0,67 0,039 

BSG 494,82 328,62 0,66 0,040 

PECAM1 2621,60 1643,26 0,63 0,034 

NRP2 75,24 46,89 0,62 0,032 

EPHB4 148,12 90,51 0,61 0,029 

ERG 212,18 127,26 0,60 0,027 

CDH5 1912,78 1137,63 0,59 0,023 

ITGB3 123,39 72,18 0,58 0,021 

PROCR 577,98 285,68 0,49 0,008 

ESAM 494,05 243,70 0,49 0,008 

ANGPTL2 77,85 36,74 0,47 0,007 

CAVIN2 540,88 248,47 0,46 0,006 

FLI1 149,74 65,37 0,44 0,005 

ICAM2 763,28 327,15 0,43 0,004 

VWF 3825,92 1516,57 0,40 0,002 

NOTCH1 123,08 47,19 0,38 0,002 

ITGA5 2089,70 645,41 0,31 0,001 

EPHB2 57,85 17,47 0,30 0,001 

ENG 1258,98 314,89 0,25 < 0,001 

NOS3 114,90 28,62 0,25 < 0,001 

CAVIN3 524,32 121,96 0,23 < 0,001 

 

Последующий анализ выявил снижение экспрессии (КИЭ ≤ 0,67 и P < 0,05) 

для целого ряда генов компонентов эндотелиальной БМ (NID1, DAG1, LOXL2, 

TGFBI, COL4A2, MMRN2, LAMB2) в дисфункциональных ЭК в сравнении с 

интактными (табл. 10). При этом нидоген (NID1), перлекан (HSPG2), коллаген IV 

типа (α2-субъединица которого кодируется геном COL4A2) и ламинины (β2-

субъединица которого кодируется геном LAMB2) относятся к основным 

компонентам эндотелиальной БМ. 

Таблица 10 – Гены компонентов эндотелиальной БМ со сниженной 
экспрессией (отражаемой КИЭ) в ЭК при моделировании дисфункции эндотелия 
посредством инкубации с КПЧ в течение 24 часов 

Ген Среднее количество ТМП в 
интактных ЭК 

Среднее количество ТМП в 
дисфункциональных ЭК 

КИЭ Значение P 

AGRN 49,23 119,86 2,43 0,003 

NID2 74,45 120,51 1,62 0,031 

LAMB2 289,59 160,96 0,56 0,015 
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MMRN2 319,16 173,41 0,54 0,013 

COL4A2 688,10 348,76 0,51 0,010 

TGFBI 38,85 19,14 0,49 0,009 

LOXL2 639,50 249,02 0,39 0,002 

DAG1 128,15 41,74 0,33 0,001 

NID1 483,41 154,63 0,32 0,001 

 

По аналогии с генами эндотелиальной БМ в дисфункциональных ЭК в 

сравнении с интактными наблюдалось снижение экспрессии генов 

субэндотелиального ВКМ (31 ген с КИЭ ≤ 0,67 и P < 0,05, из них 23 гена с КИЭ ≤ 

0,50, табл. 11). Среди генов с повышенной экспрессией в дисфункциональных ЭК 

выделялись ген BGN (кодирующий бигликан), CLU (кодирующий внеклеточный 

молекулярный шаперон кластерин), EFEMP1 и гены различных протеаз – 

ADAMTS4, CTSZ, CTSC и CTSD, а также их ингибиторов – CSTB, SERPINB9, 

SERPINE1 и SERPINH1 (табл. 11). 

Таблица 11 – Гены компонентов субэндотелиального ВКМ со сниженной 
экспрессией (отражаемой КИЭ) в ЭК при моделировании дисфункции эндотелия 
посредством инкубации с КПЧ в течение 24 часов 

Ген 
Среднее количество ТМП в 

интактных ЭК 

Среднее количество ТМП в 
дисфункциональных ЭК 

КИЭ Значение P 

HTRA1 244,46 163,67 0,67 0,042 

SRPX 686,46 451,31 0,66 0,040 

CSTB 173,23 103,19 0,60 0,029 

MMRN1 594,30 328,41 0,55 0,015 

ADAMTS4 22,91 12,18 0,53 0,012 

PLOD1 502,09 259,83 0,52 0,011 

PKM 571,96 294,59 0,52 0,012 

SERPINB9 98,59 50,01 0,51 0,011 

ANGPTL2 77,85 36,74 0,47 0,007 

THBS1 6146,34 2862,75 0,47 0,006 

SPOCK1 570,55 265,15 0,46 0,006 

IGFBP7 2536,69 1052,57 0,41 0,003 

P3H1 143,86 58,80 0,41 0,003 

ANXA11 101,87 41,58 0,41 0,003 

CTSZ 108,09 43,70 0,40 0,002 

VWF 3825,92 1516,57 0,40 0,002 

NOTCH1 123,08 47,19 0,38 0,002 

CTSC 24,42 9,35 0,38 0,002 

CTSD 291,14 111,13 0,38 0,002 

SERPINE1 27530,03 10393,65 0,38 0,002 

SRPX2 240,13 89,97 0,37 0,002 

MGP 177,05 64,67 0,37 0,002 
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TINAGL1 286,58 101,82 0,36 0,001 

PLOD3 181,41 61,94 0,34 0,001 

SERPINH1 436,52 138,84 0,32 0,001 

A2M 125,97 31,80 0,25 < 0,001 

CRELD1 27,92 6,48 0,23 < 0,001 

TGM2 1452,67 264,31 0,18 < 0,001 

EFEMP1 5306,86 961,81 0,18 < 0,001 

CLU 738,12 85,88 0,12 < 0,001 

BGN 1654,80 188,73 0,11 < 0,001 

 

Далее был проведен анализ экспрессии генов молекул сигнальных путей 

ангиогенеза в интактных и дисфункциональных ЭК. Как и в случае с экспрессией 

генов ВКМ, в дисфункциональных ЭК в сравнении с интактными наблюдалось 

снижение экспрессии генов ангиогенных молекул (27 генов с КИЭ ≤ 0,67 и P < 

0,05, табл. 12). 

Таблица 12 – Гены молекул сигнальных путей ангиогенеза со сниженной 
экспрессией (отражаемой КИЭ) в ЭК при моделировании дисфункции эндотелия 
посредством инкубации с КПЧ в течение 24 часов 

Ген 
Среднее количество ТМП в 

интактных ЭК 

Среднее количество ТМП в 
дисфункциональных ЭК 

КИЭ Значение P 

TIE1 475,24 319,75 0,67 0,040 

BSG 494,82 328,62 0,66 0,038 

SHC1 441,97 280,82 0,64 0,036 

PLXND1 517,24 325,03 0,63 0,035 

NRP2 75,24 46,89 0,62 0,032 

EPHB4 148,12 90,51 0,61 0,030 

RHOB 2101,65 1277,13 0,61 0,029 

ADAM15 264,52 160,45 0,61 0,029 

RHOJ 389,49 235,06 0,60 0,026 

MMP14 1310,55 767,52 0,59 0,024 

POFUT1 61,04 35,58 0,58 0,022 

EPHA2 352,80 198,73 0,56 0,018 

MMRN2 319,16 173,41 0,54 0,015 

COL4A2 688,10 348,76 0,51 0,011 

TGFBI 38,85 19,14 0,49 0,009 

MYH9 1483,90 701,67 0,47 0,008 

FLNA 1697,47 798,10 0,47 0,008 

ACTG1 7950,97 3704,07 0,47 0,007 

ANPEP 354,13 158,81 0,45 0,007 

IGFBP7 2536,69 1052,57 0,41 0,003 

NOTCH1 123,08 47,19 0,38 0,002 

SERPINE1 27530,03 10393,65 0,38 0,002 

SRPX2 240,13 89,97 0,37 0,002 

ITGA5 2089,70 645,41 0,31 0,001 
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EPHB2 57,85 17,47 0,30 0,001 

FN1 5013,95 1258,94 0,25 < 0,001 

NOS3 114,90 28,62 0,25 < 0,001 

 

В отличие от генов рассмотренных выше классов молекул, гены молекул 

сигнальных путей окислительного стресса характеризовались повышенной 

экспрессией в дисфункциональных ЭК в сравнении с интактными (14 генов с 

КИЭ ≥ 1,50 и P < 0,05, табл. 13). 

Таблица 13 – Гены молекул сигнальных путей окислительного стресса с 
повышенной экспрессией (отражаемой КИЭ) в ЭК при моделировании 
дисфункции эндотелия посредством инкубации с КПЧ в течение 24 часов 

Ген Среднее количество ТМП в 
интактных ЭК 

Среднее количество ТМП в 
дисфункциональных ЭК 

КИЭ Значение P 

PARK7 57,23 138,96 2,43 0,003 

STX4 17,76 41,28 2,32 0,004 

CUL3 10,02 20,20 2,02 0,009 

STK24 12,33 24,43 1,98 0,009 

SLC25A24 18,38 34,55 1,88 0,011 

PRDX5 295,53 549,00 1,86 0,012 

PNPT1 11,00 19,96 1,81 0,015 

PRDX3 40,72 71,45 1,75 0,017 

EIF2S1 33,73 57,03 1,69 0,022 

PPIA 319,36 494,21 1,55 0,037 

NUDT2 27,29 42,13 1,54 0,038 

RBX1 26,86 41,36 1,54 0,039 

ARL6IP5 127,29 195,06 1,53 0,040 

ATP2A2 43,14 64,89 1,50 0,042 

 

В дисфункциональных ЭК в сравнении с интактными также наблюдалось 

повышение экспрессии генов молекул сигнальных путей эндоплазматического 

стресса (16 генов с КИЭ ≥ 1,50 и P < 0,05, табл. 14). Полученные результаты 

предполагают значимость окислительного и эндоплазматического стресса при 

провоспалительной активации ЭК. 

Таблица 14 – Гены молекул сигнальных путей эндоплазматического стресса 

с повышенной экспрессией (отражаемой КИЭ) в ЭК при моделировании 
дисфункции эндотелия посредством инкубации с КПЧ в течение 24 часов 

Ген Среднее количество ТМП в 
интактных ЭК 

Среднее количество ТМП в 
дисфункциональных ЭК 

КИЭ Значение P 
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BCAP31 56,77 145,89 2,57 0,003 

TMX1 14,23 34,57 2,43 0,003 

UFM1 24,38 57,82 2,37 0,004 

TARDBP 29,61 68,18 2,30 0,005 

CDK5RAP3 14,58 32,75 2,25 0,006 

PPP2CB 47,89 96,82 2,02 0,009 

NCK1 16,06 31,55 1,96 0,010 

PDIA6 152,74 288,14 1,89 0,011 

UBA5 6,16 11,56 1,88 0,011 

DDRGK1 30,13 56,05 1,86 0,012 

ERO1A 35,28 61,69 1,75 0,018 

MARCKS 243,53 422,77 1,74 0,020 

EIF2S1 33,73 57,03 1,69 0,025 

TNFRSF10B 191,97 319,77 1,67 0,026 

UBQLN1 49,66 74,77 1,51 0,042 

ATP2A2 43,14 64,89 1,50 0,040 

 

Таким образом, провоспалительная активация эндотелия сопровождалась 

нарушением ангиогенной функции ЭК, а также патологическим снижением 

регуляции полупроницаемости эндотелиального барьера, обусловленным 

нарушением формирования межклеточных контактов. Полученные результаты 

согласуются с ранее опубликованными литературными данными, указывающими 

на патологическое снижение ангиогенной активности ЭК и истончение новых 

ветвей формируемых кровеносных сосудов при дисфункции эндотелия [70, 77, 78, 

107, 147, 149, 175], а также на патологическое повышение проницаемости 

эндотелиального монослоя вследствие нарушенной барьерной функции эндотелия 

[30, 53, 91, 103, 121, 138, 158, 184]. В совокупности данные последствия 

дисфункции эндотелия приводят к нарушению регенеративного потенциала ЭК в 

организме человека (в частности, к замедлению восстановления тканей после 

ишемического повреждения) [70, 77, 78, 85, 107, 141, 145, 149, 175], а также к 

развитию и прогрессированию атеросклеротического поражения крупных артерий 

[51, 53, 56, 76, 102, 147]. Отдельно следует отметить снижение экспрессии 

транскрипционных факторов пан-эндотелиальной дифференцировки ERG и FLI1, 

являющихся принципиально важными для поддержания эндотелиального 

гомеостаза, целостности межэндотелиального барьера и ангиогенеза [25, 63, 96, 

149]. 
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Помимо нарушения формирования межэндотелиальных контактов, 

провоспалительная активация эндотелия также сопровождалась патологическим 

снижением синтеза компонентов эндотелиальной БМ (в том числе основных – 

нидогена, перлекана и коллагена IV типа) и субэндотелиального ВКМ (бигликана, 

а также различных протеаз и их ингибиторов). Такое снижение синтетической 

активности ЭК свидетельствует о выраженном нарушении их функционирования, 

поскольку формирование БМ и ВКМ и поддержание их целостности в организме 

человека является обязательным условием для сохранения эндотелиального 

гомеостаза [51, 53, 61, 78, 147, 196]. С учетом различного патофизиологического 

значения БМ и ВКМ (наличие БМ является жизненно важным для ЭК и 

обеспечивает их прикрепление к субстрату, в то время как субэндотелиальный 

ВКМ в большей степени регулирует жесткость сосуда и особенности 

биомеханических сигналов, воспринимаемых механосенсорами ЭК) [16, 61] 

анализ данных категорий молекул при биоинформатическом анализе был 

выполнен раздельно. В то же время одновременное патологическое снижение 

экспрессии генов компонентов БМ и ВКМ, отражающее нарушение 

биосинтетической функции ЭК, в сочетании с провоспалительной активацией ЭК-

КА и ЭК-ВГА при воздействии повреждающих факторов свидетельствует о 

развитии выраженной дисфункции эндотелия. 

На основании данных литературы [68, 110, 137] было предположено, что 

центральным звеном патогенеза, обусловливающим развитие вышеуказанных 

патологических изменений при провоспалительной активации эндотелия, может 

являться окислительный и эндоплазматический стресс. В результате 

проведенного исследования было установлено, что моделирование дисфункции 

эндотелия вызывало повышение экспрессии генов сигнальных путей 

окислительного стресса, способствующего нарушению функционирования 

митохондрий и избыточной генерации активных форм кислорода, и 

эндоплазматического стресса, результатом которого является нарушение 

фолдинга белков. Развитие данных патологических процессов в ЭК-КА и ЭК-ВГА 

при воздействии повреждающих факторов (в частности, примененных в данном 
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исследовании КПЧ) обеспечивает активацию транскрипционных факторов 

провоспалительной активации, повышение экспрессии провоспалительных 

молекул клеточной адгезии, а также повышение синтеза и выделения 

провоспалительных цитокинов [51, 68, 80, 102, 110, 137, 147].  

С учетом полученных в данной подглаве диссертационного исследования 

данных можно предположить, что при развитии окислительного и 

эндоплазматического стресса в ЭК происходит централизация метаболических 

процессов, направленная на сохранение жизнеспособности ЭК. В результате этого 

происходит объективное снижение объема энергии, направляемой на синтез 

белков межэндотелиальных контактов, компонентов БМ и ВКМ и ангиогенных 

молекул, что не несет непосредственной угрозы снижению жизнеспособности ЭК 

в краткосрочном периоде в силу относительной стабильности уже 

сформированной БМ и ВКМ. Кроме того, полученные в данной подглаве 

диссертации результаты указывают на то, что дисфункция эндотелия 

сопровождается снижением синтеза и протеаз (ADAMTS4, и катепсинов Z, C и 

D), и их ингибиторов (CSTB и серпинов B9, E1 и H1), что способствует 

сохранению целостности БМ. Тем не менее, окислительный и 

эндоплазматический стресс сам по себе запускает патологическую активацию ЭК 

за счет воздействия активных форм кислорода, являющихся универсальным 

повреждающим фактором и инициатором развития асептического воспаления [68, 

84, 110, 137, 180]. Данные механизмы позволяют объяснить сочетанное развитие 

провоспалительной активации ЭК, нарушение обеспечиваемой ими барьерной 

функции и патологическое снижение их синтетической и ангиогенной активности 

при воздействии пусковых факторов дисфункции эндотелия. 

Выявленные в данной подглаве диссертационного исследования 

патологические изменения при провоспалительной активации эндотелия и 

дисфункциональный фенотип ЭК совпадают с таковыми при патологическом 

старении, сопровождающемся нарушением барьерной функции ЭК (в том числе 

уменьшением экспрессии характерных для ЭК белков плотных и адгезивных 

контактов [2, 14, 30, 33, 53, 126, 186]), сниженной ангиогенной активностью ЭК 
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[78, 107, 126], а также выраженным окислительным [78, 126, 180] и 

эндоплазматическим [68, 74] стрессом. Ассоциированный со старением 

секреторный фенотип ЭК также характеризуется повышенным выделением 

провоспалительных цитокинов и хемокинов [33, 53, 78, 119, 186], что совпадает с 

выявленным в данном диссертационном исследовании патологическим 

фенотипом ЭК при моделировании дисфункции эндотелия [51, 76, 80, 81, 102, 

147]. На основании этих данных можно предположить перспективность 

сравнительного исследования патологических фенотипов ЭК (в частности, 

механизмов их провоспалительной активации и развития сопровождающих ее 

патологических изменений) при индуцированной дисфункции и естественном или 

искусственно ускоренном старении ЭК. В этом контексте также представляется 

целесообразным сравнение получаемых из поражаемой атеросклерозом артерии 

ЭК-КА и получаемых из устойчивой к развитию атеросклероза артерии ЭК-ВГА, 

различная чувствительность которых к провоспалительной активации эндотелия 

может также обусловливать различную скорость их старения и выраженность 

соответствующих патологических процессов. Другим вариантом такого 

исследования может быть аналогичное сравнение механизмов провоспалительной 

активации и ассоциированных с ней патологических изменений при 

индуцированной дисфункции и при хронологическом или патологическом 

старении ЭК-ВГА, ЭК-БПВ и МСЭК. 

Таким образом, проведенное исследование выявило, что провоспалительная 

активация эндотелия сопровождается нарушением формирования 

полупроницаемого барьера (то есть поддержания целостности эндотелиального 

монослоя) и патологическим уменьшением синтетической и ангиогенной 

активности ЭК вследствие развивающегося при воздействии повреждающих 

факторов окислительного и эндоплазматического стресса. Данный комплекс 

патологических изменений указывает на то, что дисфункция эндотелия не 

ограничивается его провоспалительной активацией, и объясняет ее важность как 

неотъемлемого звена патогенеза гипертонической болезни, атеросклероза и 

ишемического повреждения тканей при атеротромбозе [51, 53, 56, 76, 102, 147], а 
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также подчеркивает важность ее изучения при коморбидных состояниях, 

сопровождающих развитие ИБС и ишемического инсульта – в частности, при 

сахарном диабете [27, 120, 153, 196] и хронической болезни почек [51, 81, 82, 94] 

в силу их высокой распространенности. Кроме того, приведенное сочетание 

функциональных нарушений при воздействии повреждающих факторов на ЭК 

отражает выраженность дисфункции эндотелия и служит основанием для 

разработки алгоритма определения ее развития и тяжести в эксперименте. 

Указанный алгоритм также целесообразно использовать для оценки 

эндотелиопротективных эффектов лекарственных препаратов, применяемых для 

лечения болезней системы кровообращения и минимизации патологического 

воздействия коморбидных состояний. Вместе с тем, с учетом значимости 

паракринных эффектов молекул, выделяемых ЭК в микроокружение и системный 

кровоток (в первую очередь провоспалительных цитокинов) [10-14, 22, 32], 

полноценная и объективная характеризация последствий дисфункции эндотелия в 

рамках разработки такого алгоритма требует также анализа секреторного профиля 

ЭК при их провоспалительной активации. 

Резюме 

Идентификация патологических изменений, сопровождающих 

провоспалительную активацию ЭК-КА и ЭК-ВГА при моделировании 

дисфункции эндотелия, является необходимой для разработки алгоритма 

определения ее последствий для последующего использования в 

патофизиологических исследованиях. В данной подглаве диссертации был 

проведен анализ патологических изменений, происходящих в ЭК-КА и ЭК-ВГА 

при дисфункции эндотелия, индуцированной добавлением КПЧ. Посредством 

полнотранскриптомного секвенирования было показано, что провоспалительная 

активация ЭК-КА и ЭК-ВГА при моделировании дисфункции эндотелия 

характеризуется снижением экспрессии (КИЭ ≤ 0,67 и P < 0,05) генов маркеров 

эндотелиального фенотипа (в том числе молекул межэндотелиальных контактов), 

генов компонентов эндотелиальной БМ и субэндотелиального ВКМ, а также 
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снижением экспрессии генов молекул сигнальных путей ангиогенеза на фоне 

повышения экспрессии (КИЭ ≥ 1,50 и P < 0,05) генов молекул сигнальных путей 

окислительного и эндоплазматического стресса.  

Полученные результаты указывают на нарушение барьерной функции и 

патологическое снижение синтетической активности ЭК-КА и ЭК-ВГА в 

контексте нарушенного формирования БМ, ВКМ и новых кровеносных сосудов 

при выявленном в предыдущих подглавах диссертации повышении 

провоспалительной активности, которое проявляется увеличением синтеза и 

выделения провоспалительных цитокинов и индуцибельных молекул клеточной 

адгезии и является результатом развития окислительного и эндоплазматического 

стресса. Таким образом, провоспалительная активация ЭК не является 

изолированным последствием дисфункции эндотелия, а сопровождается 

развитием комплекса сопутствующих патологических изменений, включающих 

нарушение регуляции целостности эндотелиального барьера, а также 

синтетической и ангиогенной активности. 

Данные результаты указывают на вероятное угнетение секреторной 

функции ЭК-КА и ЭК-ВГА при развитии дисфункции эндотелия, что в сочетании 

с провоспалительным действием избыточно выделяемых цитокинов и 

растворимых форм молекул клеточной адгезии может указывать на 

одновременное развитие нарушений гомеостатических функций и на 

патологическую активацию эндотелия при воздействии патогенетических 

факторов. Исследование секреторной функции ЭК-КА и ЭК-ВГА при 

моделировании дисфункции эндотелия требует использования иного метода 

исследования (УВЭЖХ-МС/МС вместо полнотранскриптомного секвенирования), 

что с учетом важности решения данной научной задачи в контексте 

патологической физиологии болезней системы кровообращения потребовало ее 

вынесения в отдельную подглаву диссертации. 
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3.4. Установление патологических изменений секреторного профиля 
ЭК-КА и ЭК-ВГА при моделировании дисфункции эндотелия 

С целью установления патологических изменений секреторного профиля 

ЭК-КА и ЭК-ВГА после моделирования дисфункции эндотелия посредством 

инкубации ЭК-КА и ЭК-ВГА с КПЧ в течение 24 часов и последующего 

выделения белков из среды от указанных ЭК было применено протеомное 

профилирование при помощи УВЭЖХ-МС/МС. Данный метод моделирования 

дисфункции эндотелия был применен на основании успешной индукции 

провоспалительной активации эндотелия с его помощью в предыдущих подглавах 

диссертационной работы. По аналогии с примененной в предыдущей подглаве 

методологией, при биоинформатическом анализе протеомных данных были 

выделены патофизиологически важные для развития дисфункции эндотелия 

классы молекул (маркеры эндотелиального фенотипа, компоненты 

эндотелиальной БМ и субэндотелиального ВКМ, молекулы сигнальных путей 

ангиогенеза и протромботической активации эндотелия). Хромато-масс-

спектрометрический анализ выделенных из культуральной среды белков после их 

триптического гидролиза позволил выделить 1249 молекул, секретируемых 

интактными и дисфункциональными ЭК. Из них 28 были отнесены к маркерам 

эндотелиального фенотипа, 21 и 66 – к компонентам эндотелиальной БМ и 

субэндотелиального ВКМ, 48 – к белкам сигнальных путей ангиогенеза, 80 – к 

белкам сигнальных путей протромботической активации. 

Сравнительный анализ уровня белковых маркеров эндотелиального 

фенотипа в культуральной среде от интактных и дисфункциональных ЭК показал 

повышение содержания (КИЭ ≥ 1,40 и P < 0,05) растворимых форм 12 из них – 

белковой тирозинфосфатазы эндотелия сосудов (PTPRB), αV-, α2- и β1-

субъединиц интегринов (ITGA5, ITGA2 и ITGB1), рецептора к эфринам EPHB2, 

белка плотных контактов F11R (JAM-A), рецептора к ангиопоэтину-1 

(TEK/CD202B), рецептора лектинов CLEC14A, базигина (BSG), рецептора к 
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VEGF (VEGFR2/KDR), эндоглина (ENG) и CD146/MCAM – в среде от 

дисфункциональных ЭК в сравнении со средой от интактных ЭК (табл. 15). 

Таблица 15 – Белковые маркеры эндотелиального фенотипа со сниженным 
содержанием (отражаемым КИЭ) в среде от ЭК при моделировании дисфункции 
эндотелия посредством инкубации с КПЧ в течение 24 часов 

Белок 
Средняя ПХП в интактных 

ЭК, условные единицы 

Средняя ПХП в 
дисфункциональных ЭК, 

условные единицы 

КИЭ Значение P 

PTPRB 20513 44018 2,15 0,006 

ITGA5 57865 116574 2,01 0,009 

EPHB2 29455 54173 1,84 0,016 

F11R 70551 118789 1,68 0,026 

TEK 45601 72489 1,59 0,034 

CLEC14A 125027 196011 1,57 0,036 

BSG 76763 119219 1,55 0,039 

KDR 57912 86919 1,50 0,043 

ENG 54140 79823 1,47 0,046 

ITGA2 62168 88030 1,42 0,048 

MCAM 828829 1166022 1,41 0,049 

ITGB1 88596 124361 1,40 0,049 

 

При сравнении маркеров эндотелиального фенотипа в среде от 

дисфункциональных ЭК-КА было выявлено более выраженное повышение 

содержания (КИЭ ≥ 1,50 и P < 0,05) β1-, α2- и α5-субъединиц интегринов (ITGB1, 

ITGA2 и ITGA5) в сравнении со средой от дисфункциональных ЭК-ВГА (табл. 

16). Все три указанных белка характеризовались повышенным содержанием (КИЭ 

≥ 1,50 и P < 0,05) в среде от дисфункциональных ЭК в сравнении со средой от 

интактных ЭК (табл. 15), что указывало на патологический секреторный фенотип 

у ЭК-КА. 

Таблица 16 – Растворимые формы белковых маркеров эндотелиального 
фенотипа с повышенным содержанием (отражаемым КИЭ) в среде от 
дисфункциональных ЭК-КА и ЭК-ВГА при моделировании дисфункции 
эндотелия посредством инкубации с КПЧ в течение 24 часов 

Белок 
Средняя ПХП в ЭК-КА, 

условные единицы 

Средняя ПХП в ЭК-ВГА, 
условные единицы 

КИЭ Значение P 

ITGB1 118580 68608 1,73 0,021 

ITGA2 81698 49148 1,66 0,026 

ITGA5 72491 48115 1,51 0,043 
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Последующий анализ выявил снижение содержания (КИЭ ≤ 0,67 и P < 0,05) 

большинства компонентов эндотелиальной БМ – α1- и α2-субъединиц коллагена 

IV типа (COL4A1 и COL4A2), α4-, α5-, β1-, β2- и γ-1 субъединиц ламинина 

(LAMA4, LAMA5, LAMB1, LAMB2, LAMC1), TIMP1, α1-субъединицы коллагена 

VI типа (COL6A1), пероксидазина (PXDN), нидогена-1 (NID1), агрина (AGRN), 

перлекана (HSPG2), фибронектина (FN1), остеонектина (SPARC), фибулина-1 

(FBN1) и гомолога лизилоксидазы (LOXL2) – в среде от дисфункциональных ЭК 

в сравнении со средой от интактных ЭК (табл. 17). 

Таблица 17 – Компоненты эндотелиальной БМ со сниженным содержанием 

(отражаемым КИЭ) в среде от ЭК при моделировании дисфункции эндотелия 
посредством инкубации с КПЧ в течение 24 часов 

Белок Средняя ПХП в интактных 
ЭК, условные единицы 

Средняя ПХП в 
дисфункциональных ЭК, 

условные единицы 

КИЭ Значение P 

COL4A2 110357 72703 0,66 0,039 

TIMP1 355431 233695 0,66 0,038 

COL4A1 169751 109548 0,65 0,036 

LAMA5 100875 64503 0,64 0,037 

LAMB2 120715 69495 0,58 0,021 

LAMB1 400560 213284 0,53 0,014 

LAMA4 360303 187372 0,52 0,012 

LAMC1 387931 190043 0,49 0,009 

COL6A1 65322 28494 0,44 0,005 

PXDN 73855 26338 0,36 0,002 

NID1 162124 55069 0,34 0,001 

AGRN 122995 24511 0,20 < 0,001 

HSPG2 2667961 507952 0,19 < 0,001 

FN1 1146277 218012 0,19 < 0,001 

SPARC 3819368 675414 0,18 < 0,001 

FBN1 162619 26689 0,16 < 0,001 

LOXL2 319988 51881 0,16 < 0,001 

 

Отличительной особенностью секреторного профиля дисфункциональных 

ЭК-ВГА было более выраженное повышение выделения (КИЭ ≥ 1,50 и P < 0,05) 

ими в среду широкого спектра компонентов эндотелиальной БМ: перлекана 

(HSPG2), нидогена (NID1), β2-субъединицы ламинина (LAMB2), коллагена IV 

типа (COL4A1), мультимерина-2 (MMRN2) и аннексина А2 (ANXA2) в сравнении 
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с дисфункциональными ЭК-КА (табл. 18). Четверо из данных молекул также 

характеризовалсь сниженным содержанием (КИЭ ≤ 0,67 и P < 0,05) в среде от 

дисфункциональных ЭК в сравнении со средой от интактных ЭК (табл. 17), что 

указывало на более высокую устойчивость ЭК-ВГА к развитию дисфункции 

эндотелия при ее моделировании. 

Таблица 18 – Растворимые формы компонентов эндотелиальной БМ с 
повышенным содержанием (отражаемым КИЭ) в среде от дисфункциональных 
ЭК-КА и ЭК-ВГА при моделировании дисфункции эндотелия посредством 
инкубации с КПЧ в течение 24 часов 

Белок Средняя ПХП в ЭК-КА, 
условные единицы 

Средняя ПХП в ЭК-ВГА, 
условные единицы 

КИЭ Значение P 

COL4A1 105515 212576 2,01 0,009 

LAMB2 78071 149144 1,91 0,012 

NID1 115842 192978 1,67 0,027 

ANXA2 731348 1165454 1,59 0,034 

MMRN2 46803 74041 1,58 0,035 

HSPG2 1978068 3127890 1,58 0,037 

 

Анализ уровня компонентов субэндотелиального ВКМ в среде от 

дисфункциональных ЭК выявил снижение содержания (КИЭ ≤ 0,67 и P < 0,05) 30 

из них в сравнении со средой от интактных ЭК, что составило 45% от их общего 

количества (табл. 19). Среда от дисфункциональных ЭК характеризовалась 

существенным снижением содержания (КИЭ ≤ 0,25 и P < 0,05) 

дерматансульфатного протеогликана эндокана (ESM1), лизилгидроксилаз PLOD1 

и PLOD3, фактора роста соединительной ткани (CCN2), кислого гликопротеина 

кластерина (CLU), тромбоспондина-1, ассоциированного с микрофибриллами 

белка MFAP2, а также протеогликанов бигликана (BGN) и тестикана (SPOCK1) в 

сравнении со средой от интактных ЭК (табл. 19). 

Таблица 19 – Компоненты субэндотелиального ВКМ со сниженным 

содержанием (отражаемым КИЭ) в среде от ЭК при моделировании дисфункции 
эндотелия посредством инкубации с КПЧ в течение 24 часов 

Белок Средняя ПХП в интактных 
ЭК, условные единицы 

Средняя ПХП в 
дисфункциональных ЭК, 

условные единицы 

КИЭ Значение P 
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SERPINH1 125921 82820 0,66 0,041 

COL5A2 151595 93659 0,62 0,033 

ECM1 44988 27698 0,62 0,031 

SERPINB8 84198 50953 0,61 0,029 

LOX 51830 30855 0,60 0,028 

IGFBP7 1543318 916971 0,59 0,026 

HDGF 189903 110882 0,58 0,023 

MMRN1 798002 424319 0,53 0,014 

TGM2 421110 216607 0,51 0,012 

MMP2 367433 182026 0,50 0,010 

HSP90AA1 1086666 520524 0,48 0,007 

CALR 450180 215122 0,48 0,007 

EFEMP1 2157048 991556 0,46 0,006 

PLOD2 71970 32949 0,46 0,006 

HSP90B1 238672 100349 0,42 0,004 

LTBP2 126945 48524 0,38 0,002 

CCN1 353902 130483 0,37 0,002 

TIMP2 535023 197218 0,37 0,002 

TINAGL1 185142 59218 0,32 0,001 

POSTN 96176 27526 0,29 0,001 

ABI3BP 44114 11741 0,27 < 0,001 

ESM1 138302 33071 0,24 < 0,001 

PLOD1 142325 33605 0,24 < 0,001 

CCN2 3558935 833944 0,23 < 0,001 

CLU 1055289 198612 0,19 < 0,001 

THBS1 5104409 888317 0,17 < 0,001 

PLOD3 109869 15812 0,14 < 0,001 

MFAP2 509302 71693 0,14 < 0,001 

BGN 642459 70249 0,11 < 0,001 

SPOCK1 247715 20440 0,08 < 0,001 

 

Анализ белков сигнальных путей ангиогенеза показал приблизительно 

равное количество ангиогенных молекул со сниженным содержанием (КИЭ ≤ 0,67 

и P < 0,05) в среде от дисфункциональных (12, табл. 20) и от интактных (14, табл. 

21) ЭК. Большинство (10 из 12) ангиогенных белков со сниженным содержанием 

(КИЭ ≤ 0,67 и P < 0,05) в среде от дисфункциональных ЭК обладало про-

ангиогенной активностью (табл. 20). Аналогичное распределение про-

ангиогенных (10) и анти-ангиогенных белков (3) наблюдалось в среде от 

интактных ЭК (табл. 21).  

Таблица 20 – Молекулы сигнальных путей ангиогенеза со сниженным 

содержанием (отражаемым КИЭ) в среде от ЭК при моделировании дисфункции 
эндотелия посредством инкубации с КПЧ в течение 24 часов 
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Белок Средняя ПХП в интактных 
ЭК, условные единицы 

Средняя ПХП в 
дисфункциональных ЭК, 

условные единицы 

КИЭ Значение P 

KDR 57912 86919 0,67 0,039 

PLXND1 26947 41215 0,65 0,038 

BSG 76763 119219 0,64 0,038 

TEK 45601 72489 0,63 0,035 

ANPEP 804781 1292402 0,62 0,033 

HMOX1 57802 98923 0,58 0,025 

EPHB2 29455 54173 0,54 0,018 

MMP14 80488 153530 0,52 0,014 

ANXA2 991812 1934463 0,51 0,012 

ITGA5 57865 116574 0,50 0,009 

CAV1 178838 360365 0,50 0,009 

PTPRB 20513 44018 0,47 0,007 

Таблица 21 – Молекулы сигнальных путей ангиогенеза со сниженным 
содержанием (отражаемым КИЭ) в среде от интактных ЭК 

Белок Средняя ПХП в интактных 
ЭК, условные единицы 

Средняя ПХП в 
дисфункциональных ЭК, 

условные единицы 

КИЭ Значение P 

COL4A2 110357 72703 0,66 0,040 

MYDGF 293043 190214 0,65 0,039 

ECM1 44988 27698 0,62 0,034 

ROBO4 125562 75835 0,60 0,030 

IGFBP7 1543318 916971 0,59 0,027 

YWHAZ 2093775 1228401 0,59 0,028 

NCL 328116 184180 0,56 0,019 

MMP2 367433 182026 0,50 0,011 

PXDN 73855 26338 0,36 0,001 

NRP2 95766 25251 0,26 < 0,001 

ESM1 138302 33071 0,24 < 0,001 

CCN2 3558935 833944 0,23 < 0,001 

HSPG2 2667961 507952 0,19 < 0,001 

FN1 1146277 218012 0,19 < 0,001 

 

Далее был проведен сравнительный анализ содержания молекул сигнальных 

путей протромботической активации в среде от интактных и дисфункциональных 

ЭК. В среде от дисфункциональных ЭК наблюдалось повышенное содержание 

(КИЭ ≥ 1,50 и P < 0,05) 21 белка данных сигнальных путей, включая растворимую 

форму рецептора защиты ЭК от комплемента CD59, протромботический тканевой 

фактор и антитромботические белки антитромбин III, урокиназный активатор 

плазминогена (PLAU) и растворимую форму соответствующего рецептора 

(PLAUR), а также тромбоцитарно-эндотелиального рецептора (PEAR1, табл. 22). 



108 
 

В среде от интактных ЭК отмечалось повышенное содержание (КИЭ ≥ 1,50 и P < 

0,05) 23 белков данных сигнальных путей, включая протромботические белки 

MAPK1, талин, PDIA3, мультимерин-1 (MMRN1), кальмодулин (CALM1), 

фибронектин (FN1) и тромбоспондин-1 (TSP1, табл. 23). Полученные результаты 

указывали на отсутствие выраженной протромботической активации при 

моделировании дисфункции эндотелия на ЭК-КА и ЭК-ВГА. 

Таблица 22 – Молекулы сигнальных путей протромботической активации 
эндотелия с повышенным содержанием (отражаемым КИЭ) в среде от ЭК при 
моделировании дисфункции эндотелия посредством инкубации с КПЧ в течение 
24 часов 

Белок 
Средняя ПХП в интактных 

ЭК, условные единицы 

Средняя ПХП в 
дисфункциональных ЭК, 

условные единицы 

КИЭ Значение P 

CD59 323148 1839455 5,69 0,0001 

CD63 33960 91565 2,70 0,001 

VTI1B 14702 38665 2,63 0,002 

TMSB4X 6480679 16707120 2,58 0,002 

APOA1 84082 198065 2,36 0,004 

TF 52237 120949 2,32 0,005 

SERPINC1 37323 82800 2,22 0,006 

PLAU 11034 24253 2,20 0,007 

ALB 366130 778712 2,13 0,008 

PLAUR 31412 58980 1,88 0,014 

ACTB 2597121 4707533 1,81 0,018 

SOD1 1268800 2299391 1,81 0,017 

PEAR1 24792 44449 1,79 0,019 

PPIA 3792438 6676717 1,76 0,022 

HSPB1 343546 600900 1,75 0,023 

WDR1 843773 1463565 1,73 0,026 

PFN1 2920484 4915364 1,68 0,029 

PABPC4 32042 52157 1,63 0,034 

AP3B1 24600 38999 1,59 0,037 

A2M 276896 434820 1,57 0,039 

CYRIB 60221 91167 1,51 0,044 

Таблица 23 – Молекулы сигнальных путей протромботической активации 
эндотелия с повышенным содержанием (отражаемым КИЭ) в среде от интактных 
ЭК 

Белок 
Средняя ПХП в интактных 

ЭК, условные единицы 

Средняя ПХП в 
дисфункциональных ЭК, 

условные единицы 

КИЭ Значение P 

SRGN 367032 35388 10,37 < 0,001 
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THBS1 5104409 888317 5,75 < 0,001 

SPARC 3819368 675414 5,65 < 0,001 

CLU 1055289 198612 5,31 < 0,001 

FN1 1146277 218012 5,26 < 0,001 

APP 386374 133548 2,89 0,001 

CALU 304784 127340 2,39 0,004 

CALM1 1543213 691639 2,23 0,006 

HSPA5 377677 178888 2,11 0,007 

MMRN1 798002 424319 1,88 0,015 

TUBA4A 183198 97673 1,88 0,013 

PDIA3 695116 377186 1,84 0,017 

YWHAZ 2093775 1228401 1,70 0,026 

QSOX1 308488 182272 1,69 0,025 

MANF 166321 102225 1,63 0,029 

CLIC1 422113 257369 1,64 0,031 

ECM1 44988 27698 1,62 0,034 

APLP2 71818 44237 1,62 0,035 

GNB1 118167 74666 1,58 0,034 

TLN1 212789 136055 1,56 0,037 

TIMP1 355431 233695 1,52 0,040 

MAPK1 107880 71563 1,51 0,039 

RAC1 95928 63962 1,50 0,041 

 

Одной из наиболее важных патогенетических особенностей дисфункции 

эндотелия является то, что ее последствия в значительной степени обусловлены 

именно паракринными эффектами вследствие широкого спектра выделяемых 

провоспалительных цитокинов, а также растворимых форм провоспалительных 

молекул клеточной адгезии и эндотелиальных рецепторов [10-14, 22, 32, 51, 76, 

78-82, 102, 147]. В этом контексте представляется целесообразным исследование 

патологических изменений секреторного профиля ЭК, сопровождающих 

провоспалительную активацию эндотелия наряду с нарушениями его барьерной, 

синтетической и ангиогенной функции.  

Полученные результаты позволяют предположить потенциальную ценность 

растворимых форм рецепторных маркеров эндотелиального фенотипа в качестве 

циркулирующих маркеров дисфункции эндотелия. Более ранние исследования в 

основном были сконцентрированы на оценке возможности использования 

растворимых форм молекул клеточной адгезии (VCAM1, ICAM1 и E-селектина) и 

цитокинов (IL-6) как индикаторов провоспалительной активации эндотелия [51, 

76, 78-82, 102, 147]. Ранее было показано, что растворимые формы 
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эндотелиальных рецепторов (в частности, VCAM1 и E-селектина) [185], а также 

содержащийся в расположенных в цитоплазме ЭК тельцах Вайбеля-Паладе VWF 

[79, 101, 189] могут иметь высокую чувствительность и специфичность в качестве 

циркулирующих маркеров дисфункции эндотелия у пациентов с COVID-19. 

Увеличение концентрации растворимой формы VE-кадгерина в сыворотке крови 

было отмечено у пациентов с полиорганной недостаточностью после 

оперативных вмешательств [147]. В отношении хронических патологических 

процессов было продемонстрировано, что повышенная концентрация 

растворимых форм ICAM1, E-селектина и VWF в сыворотке крови 

ассоциированы с развитием сахарного диабета [153, 196] и вызванного 

атеросклерозом ишемического инсульта [56, 102]. Кроме того, была выявлена 

связь увеличенной концентрации VCAM1 и ICAM1 в сыворотке крови с 

повышенным содержанием взвешенных частиц в атмосферном воздухе [80], при 

клинической депрессии [53] и при системной склеродермии [155], являющихся 

факторами развития хронического низкоитенсивного системного воспаления и 

сердечно-сосудистого риска [51, 82, 111, 119]. 

Результаты, приведенные в данной подглаве диссертационного 

исследования, указывают на то, что дисфункция эндотелия не ограничивается его 

провоспалительной активацией, сопровождаясь рядом иных функциональных 

нарушений в контексте патологических изменений секреторного профиля ЭК, и 

свидетельствуют о возможном расширении потенциального перечня данных 

маркеров с учетом специфичности некоторых из них (в частности, VEGFR2/KDR 

и эндоглина) для ЭК. Определенная специфичность ряда секретируемых ЭК 

растворимых форм рецепторных маркеров дисфункции эндотелия (β1-, α2- и α5-

субъединиц интегринов – ITGB1, ITGA2 и ITGA5) для выделяемых из 

поражаемой атеросклерозом артерии ЭК-КА подтверждает полученные ранее в 

рамках данного диссертационного исследования данные о повышенной 

чувствительности ЭК-КА к развитию данного патологического процесса в 

сравнении с получаемыми из атерорезистентной артерии ЭК-ВГА, чего ранее не 

было описано в литературе.  
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Применительно к клинико-диагностической практике это позволяет 

разграничить маркеры, применяемые при анализе провоспалительной активации 

эндотелия в рамках острых патологических процессов (к примеру, системного 

воспалительного ответа и полиорганной недостаточности у пациентов с 

критическими состояниями после оперативных вмешательств) и маркеры, 

используемые для определения хронической дисфункции эндотелия у пациентов с 

атеросклеротическим поражением крупных артерий. С патофизиологической 

точки зрения в первом случае наиболее целесообразным представляется 

использование маркеров повышенной воспалительной активности ЭК (IL-6, 

VCAM1, ICAM1 и E-селектина), во втором случае – растворимых форм 

рецепторных маркеров эндотелиального фенотипа (в частности, VEGFR2/KDR, 

эндоглина и вышеуказанных растворимых форм эндотелиальных интегринов, 

обеспечивающих адгезию ЭК к БМ). Следует отметить, что для дальнейшего 

изучения данной проблемы необходимы клинические исследования на 

соответствующих категориях больных (к примеру, пациентов с ИБС с 

хронической дисфункцией эндотелия) в отсутствие оперативного вмешательства с 

применением искусственного кровообращения (в данном случае – коронарного 

шунтирования) и после выполнения данных вмешательств, провоцирующих 

развитие острого системного воспалительного ответа. 

В соответствии с полученными в предыдущей подглаве диссертационного 

исследования данными о сниженной синтетической активности ЭК в контексте 

формирования БМ и субэндотелиального ВКМ, секреторный профиль ЭК при 

моделировании дисфункции эндотелия характеризовался статистически 

значимым снижением содержания большинства компонентов БМ (субъединиц 

коллагена IV типа, субъединиц ламинина, нидогена-1, агрина, перлекана, 

фибронектина, остеонектина, фибулина-1 и гомолога лизилоксидазы), а также 

значительной доли (45%) компонентов субэндотелиального ВКМ. Данного 

наблюдения в литературе также ранее не фиксировалось. Менее выраженное 

снижение выделения ряда компонентов эндотелиальной БМ (перлекана, нидогена, 

β2-субъединицы ламинина, коллагена IV типа, мультимерина-2 и аннексина А2) 
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полученными из атерорезистентной артерии ЭК-ВГА в сравнении с полученными 

из поражаемой атеросклерозом артерии ЭК-КА также свидетельствует в пользу 

более высокой устойчивости ЭК-ВГА к развитию атеросклероза, выявленной в 

предыдущих подглавах данной диссертационной работы. Выявленное 

патологическое снижение секреторной активности ЭК указывает на уменьшение 

их регенеративного потенциала, что обусловливает значимость развития 

дисфункции эндотелия при ишемическом повреждении тканей, в первую очередь 

при инфаркте миокарда, ишемическом инсульте и заболеваниях периферических 

артерий [18, 56, 76, 85, 142, 145, 152]. 

В то же время, несмотря на определенную патофизиологическую 

значимость этих результатов, следует отметить сложность ее клинического 

применения в контексте оценки циркулирующих маркеров дисфункции 

эндотелия. С точки зрения клинической патофизологии патологическое снижение 

секреторной активности ЭК представляется более сложным для диагностики 

дисфункции эндотелия в сравнении с повышением выделения непосредственных 

маркеров провоспалительной активации ЭК – цитокинов (в частности, IL-6) и 

растворимых форм индуцибельных молекул клеточной адгезии (VCAM1, ICAM1 

и E-селектина), а также растворимых форм вышеуказанных рецепторных 

маркеров эндотелиального фенотипа (VEGFR2/KDR, эндоглина и β1-, α2- и α5-

субъединиц интегринов). Тем не менее, анализ синтетической и секреторной 

активности ЭК при анализе их дисфункции в эксперименте позволяет оценить 

степень нарушения эндотелий-зависимой регенерации, в том числе 

определяющей формирование новых кровеносных сосудов для восстановления 

адекватного кровоснабжения окружающих тканей [70, 77, 78, 86, 107]. 

Отсутствие выраженной протромботической активации эндотелия при 

воздействии одного из пусковых факторов дисфункции эндотелия (КПЧ) на ЭК-

КА и ЭК-ВГА указывает на необходимость применения более специфичных 

повреждающих факторов – к примеру, S1-субъединицы вызывающего COVID-19 

вируса SARS-CoV-2 или его рецептор-связывающего домена для ее 

моделирования [79, 101, 185, 189]. В то же время следует отметить сложность 
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определения последствий протромботической активации эндотелия при 

моделировании данного патологического процесса на ЭК артерий после их 

выделения из организма, поскольку они в значительной степени опосредованы 

выделением высокомолекулярных нерасщепленных мультимерных форм VWF, 

провоцирующих развитие тромбоза сосудов микроциркуляторного русла [72, 79, 

101, 185, 189]. По этой причине, помимо использования специфических пусковых 

факторов, анализ протромботической активации эндотелия может требовать 

применения подходов микрофлюидики, в результате чего просвет каналов при 

моделировании дисфункции эндотелия может перекрываться мультимерными 

сетями VWF. 

Полученные результаты свидетельствуют о применимости разработанного и 

использованного в диссертационной работе алгоритма определения последствий 

дисфункции эндотелия при ее моделировании в эксперименте по следующим 

патогенетически значимым классам молекул, синтезируемых и секретируемых 

ЭК: 1) провоспалительные цитокины и молекулы клеточной адгезии (повышение 

синтеза и секреции которых свидетельствует о провоспалительной активации 

эндотелия); 2) маркеры эндотелиального фенотипа, к которым в том числе 

относятся белки межэндотелиальных контактов и интегрины (синтез которых при 

дисфункции эндотелия снижается, при этом воздействие повреждающих 

факторов вызывает увеличение их содержания в эндотелиальном 

микроокружении); 3) компоненты эндотелиальной БМ и субэндотелиального 

ВКМ (синтез и секреция которых снижается при дисфункции эндотелия 

вследствие необходимости адаптации ЭК к патологическим изменениям); 4) 

молекулы сигнальных путей ангиогенеза (синтез которых при дисфункции 

эндотелия также снижается); 5) молекулы протромботической активации 

эндотелия (для моделирования которой необходимо использовать специфические 

пусковые факторы); 6) молекулы сигнальных путей окислительного и 

эндоплазматического стресса (повышение синтеза которых является 

обусловливает развитие провоспалительной активации эндотелия и 

сопутствующих патологических изменений при его дисфункции). Использование 
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данного алгоритма позволяет провести анализ различных патофизиологических 

аспектов развития дисфункции эндотелия, не ограничиваясь оценкой 

исключительно его провоспалительной активации, что позволяет определить 

патогенетическую значимость того или иного пускового фактора дисфункции 

эндотелия в зависимости от моделируемого патологического процесса. В 

контексте характерной для пациентов с болезнями системы кровообращения 

мультиморбидности [34, 131] это может быть использовано при изучении влияния 

различных коморбидных состояний на развитие дисфункции эндотелия, для 

исследования соответствующих механизмов ее патогенеза и для оценки 

эндотелиопротективных эффектов различных лекарственных препаратов. 

Резюме 

Установление патологических изменений секреторного профиля ЭК-КА и 

ЭК-ВГА при моделировании дисфункции эндотелия является необходимым 

условием для прогнозирования ее паракринных эффектов и влияния ее 

последствий на микроокружение ЭК в организме человека. Помимо этого, 

решение данной задачи имеет принципиальную важность для разработки 

алгоритма определения последствий дисфункции эндотелия в эксперименте для 

его последующего использования в патофизиологических исследованиях. В 

данной подглаве диссертации был проведен анализ секреторного профиля ЭК-КА 

и ЭК-ВГА при дисфункции эндотелия, индуцированной добавлением КПЧ. 

Посредством протеомного профилирования выделенных из культуральной среды 

белков методом УВЭЖХ-МС/МС было показано, что дисфункция эндотелия 

характеризуется повышенным (КИЭ ≥ 1,50 и P < 0,05) содержанием маркеров 

эндотелиального фенотипа в культуральной среде в сочетании со снижением 

(КИЭ ≤ 0,67 и P < 0,05) выделения компонентов эндотелиальной БМ и 

субэндотелиального ВКМ. При этом содержание растворимых форм интегринов 

(ITGB1, ITGA2 и ITGA5) в среде от ЭК-КА при их дисфункции было повышено 

(КИЭ ≥ 1,50 и P < 0,05) в сравнении со средой от дисфункциональных ЭК-ВГА. В 

свою очередь, среда от дисфункциональных ЭК-ВГА характеризовалась 
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повышенным выделением широкого спектра протективных компонентов 

эндотелиальной БМ (перлекана, нидогена, β2-субъединицы ламинина, коллагена 

IV типа, мультимерина-2 и аннексина А2) в сравнении со средой от 

дисфункциональных ЭК-КА, что указывало на более высокую устойчивость ЭК-

ВГА к развитию дисфункции эндотелия при его моделировании. В совокупности 

полученные результаты указывали на патологический фенотип полученных от 

поражаемой атеросклерозом артерии ЭК-КА в сравнении с полученными от 

атерорезистентной артерии ЭК-ВГА и на уменьшение регенеративного 

потенциала ЭК при развитии дисфункции эндотелия. 

Полученные результаты позволили разработать алгоритм определения 

последствий дисфункции эндотелия при ее моделировании в эксперименте. При 

оценке функциональной активности ЭК с учетом их провоспалительной 

активации при воздействии повреждающих факторов и сопровождающих 

развитие дисфункции эндотелия патологических изменений были выделены 

следующие патогенетически значимые классы молекул, синтезируемых и 

секретируемых ЭК: провоспалительные цитокины и молекулы клеточной адгезии, 

маркеры эндотелиального фенотипа, компоненты эндотелиальной БМ и 

субэндотелиального ВКМ, молекулы сигнальных путей ангиогенеза, 

протромботической активации, окислительного и эндоплазматического стресса. В 

рамках моделирования дисфункции эндотелия данный алгоритм может быть 

применен при анализе эндотелиопротективного действия лекарственных 

препаратов, применяемых или планируемых к применению у пациентов с 

болезнями системы кровообращения и коморбидными состояниями. В данном 

контексте использование разработанного алгоритма позволяет определить 

выраженность дисфункции эндотелия, в том числе провоспалительной активации 

ЭК, в зависимости от параметров моделирования патологических состояний (типа 

пускового фактора патологического процесса, а также выраженности и 

длительности его воздействия). 
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ЗАКЛЮЧЕНИЕ 

Важным аспектом функционирования ЭК в организме человека является их 

выраженная молекулярная гетерогенность, определяемая биомеханическими 

параметрами потока (напряжение сдвига, выраженность циклического растяжения 

сосудистой стенки, систолическое и диастолическое артериальное давление), 

газово-электролитным составом (в частности, парциальным давлением кислорода 

и углекислого газа, существенно варьирующим между артериальной, венозной и 

капиллярной кровью), плотностью ВКМ сосудов (которая исходно зависит от 

типа сосуда и существенно повышается с возрастом вследствие снижения 

эластичности), а также юкстакринными и паракринными молекулярными 

сигналами от окружающих клеточных популяций и выделяемых ими компонентов 

ВКМ. Широкий спектр данных параметров обусловливает принципиальные 

различия качественного и количественного состава молекул, выделяемых ЭК 

клапанов сердца, ЭК кровеносных сосудов и ЭК лимфатических сосудов.  

В силу большей вариабельности специализации гетерогенность ЭК 

кровеносных сосудов выше, чем лимфатических. При этом гетерогенностью 

условий функционирования характеризуются не только ЭК артерий, ЭК вен и ЭК 

сосудов микроциркуляторного русла, но и ЭК артерий эластического и 

мышечного типа. Наибольшей степенью гетерогенности и молекулярной 

пластичностью в силу выраженных функциональных различий характеризуются 

ЭК непрерывных, окончатых (фенестрированных) и синусоидных капилляров, не 

имеющие специфичных белковых маркеров в отличие от ЭК артерий и ЭК вен. 

Значительная гетерогенность наблюдается и между ЭК кровеносных сосудов 

различных органов, в особенности относящихся к разным системам и в силу этого 

обладающих принципиально различной специализацией органов. При этом 

типовые патологические процессы могут приводить к потере исходной 

гетерогенности ЭК сосудов микроциркуляторного русла различных органов и 

даже к потере ими способности выполнять специфические функции, к примеру, к 

потере фильтрационной способности вследствие утраты фенестрации. 
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Несмотря на важность структурных различий эндотелиального барьера и 

особенностей функциональных свойств ЭК различных типов сосудов, 

патофизиологическая значимость гетерогенности ЭК, в особенности при 

воздействии повреждающих факторов, до настоящего времени оставалась 

неясной. В организме человека ЭК кровеносных сосудов естественным образом 

подвергаются воздействию одних и тех же системных факторов риска, что не 

позволяет разделить интактные и дисфункциональные ЭК. По этой причине 

анализ последствий провоспалительной активации ЭК различных сосудов требует 

моделирования дисфункции эндотелия in vitro. Несмотря на невозможность 

одновременного сочетания характерных для организма человека 

биомеханических и биохимических параметров, культивирование ЭК в сочетании 

с воздействием повреждающих факторов позволяет провести объективное 

моделирование провоспалительной активации эндотелия и выявить 

сопровождающие ее патологические изменения для разработки алгоритма 

определения последствий дисфункции эндотелия в эксперименте. 

В процессе выполнения коронарного шунтирования становится возможным 

прижизненное и параллельное получение ЭК-ВГА, ЭК-БПВ и МСЭК, 

отражающих состояние эндотелия вен, артерий и сосудов микроциркуляторного 

русла у пациентов с ИБС и коморбидными состояниями. При этом отсутствие 

атеросклеротического поражения данных сосудов позволяет использовать ЭК-

ВГА, ЭК-БПВ и МСЭК для моделирования дисфункции эндотелия in vitro. В свою 

очередь, прижизненное выделение ЭК из удаляемого по поводу стеноза АК 

предоставляет возможность использования ЭК-АК как группы сравнения при 

сравнительном анализе функциональной активности ЭК различных кровеносных 

сосудов. Сочетание применения ЭК различных элементов системы 

кровообращения, моделирования провоспалительной активации эндотелия и 

методов и подходов патологической физиологии обусловливает возможность 

определения признаков патологического фенотипа ЭК. Другим источником для 

выделения ЭК являются получаемые из кадаверного биоматериала кровеносные 

сосуды, среди которых вследствие своей клинической актуальности выделяются 
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КА (развитие атеросклероза и атеротромбоза в которой приводят к развитию ИБС 

и инфаркта миокарда соответственно) и ВГА (вследствие своей устойчивости к 

развитию атеросклероза применяемая в качестве кондуита для коронарного 

шунтирования). Синхронное проведение экспериментов на ЭК-КА и ЭК-ВГА 

позволяет изучить закономерности развития дисфункции эндотелия артерий с 

различной предрасположенностью к развитию атеросклероза, а также влияние их 

гетерогенности на развитие данного патологического процесса. 

Данная диссертационная работа была проведена с целью исследования 

последствий провоспалительной активации культур ЭК артерий (ЭК-КА 

кадаверного происхождения; ЭК-ВГА, также полученные из кадаверного 

материала либо выделенные из используемых при коронарном шунтировании 

кондуитов), вен (ЭК-БПВ, выделенные из используемых при коронарном 

шунтировании кондуитов по аналогии с ЭК-ВГА) и сосудов 

микроциркуляторного русла (МСЭК, выделенные из подкожной жировой ткани, 

удаленной в результате выполнения хирургического доступа к коронарным 

артериям при шунтировании) для определения патофизиологической значимости 

гетерогенности ЭК и для разработки алгоритма определения последствий 

дисфункции эндотелия в эксперименте.  

Первая задача исследования подразумевала определение механизмов 

провоспалительной активации ЭК-ВГА, ЭК-БПВ и МСЭК (полученных от одних 

и тех же пациентов с ИБС) при их культивировании после выделения из 

организма. В качестве группы сравнения были использованы ЭК-АК, полученные 

из стенозированного и удаленного вследствие необходимости протезирования 

АК. Для решения данной задачи было выполнено скрининговое измерение 

содержания провоспалительных цитокинов в микроокружении ЭК при помощи 

дот-блоттинга, а также измерение экспрессии соответствующих генов (MIF, IL6, 

CXCL8, CCL2, CCL5, CCL20, CSF2, CSF3, CXCL1, CXCL5, CXCL10, PTX3) при 

помощи ОТ-кПЦР. В культуральной среде от ЭК кровеносных сосудов человека 

был идентифицирован широкий спектр молекул с выраженной 

провоспалительной активностью: MIF, PTX3, IL-6, IL-8 (CXCL8), MCP-1/CCL2, 
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G-CSF и GM-CSF, а также хемокины CXCL1, CXCL5, CXCL10, CCL5 и CCL20. 

После выделения из организма пациентов с ИБС ЭК-ВГА обладали наиболее 

высокой провоспалительной активностью, отражаемой статистически значимо 

повышенной экспрессией генов провоспалительных цитокинов CSF2, CSF3, 

CCL2, CCL20 и CXCL10, при этом в ЭК-БПВ и МСЭК не было выявлено 

статистически значимого повышения экспрессии перечисленных генов 

провоспалительных цитокинов. Провоспалительная активность ЭК-ВГА 

отражалась статистически значимым повышением экспрессии генов 

индуцибельных провоспалительных молекул клеточной адгезии VCAM1, ICAM1 и 

SELE, при этом ЭК-БПВ также продемонстрировали повышение экспрессии генов 

VCAM1 и SELE в сравнении с ЭК-АК. Наибольший вклад в развитие 

провоспалительной активации ЭК-ВГА, ЭК-БПВ и МСЭК вносили хемокины 

CCL2, CXCL8, CXCL1, а также цитокины MIF, PTX3 и IL6. Таким образом, ЭК-

ВГА характеризовались наиболее высокой провоспалительной активностью в 

сравнении с ЭК-БПВ и МСЭК. 

Вторая задача исследования заключалась в выявлении механизмов 

провоспалительной активации полученных из поражаемой атеросклерозом 

артерии ЭК-КА и полученных из атерорезистентной артерии ЭК-ВГА в базальном 

состоянии и при моделировании дисфункции эндотелия посредством добавления 

КПЧ. Для решения данной задачи были применены скрининговое измерение 

содержания провоспалительных белков при помощи дот-блоттинга, измерение 

экспрессии генов провоспалительных цитокинов посредством ОТ-кПЦР, 

полнотранскриптомное секвенирование и многопараметрический анализ 

содержания провоспалительных цитокинов при помощи конъюгированных с 

антителами магнитных микросфер. После выделения из организма одного и того 

же донора ЭК-КА и ЭК-ВГА характеризовались экспрессией генов 40 

провоспалительных цитокинов (MIF, PTX3, CSF1, CSF2, CSF3, LTA, LTB, TGFA, 

TGFB1, TGFB2, TGFB3, TNF, IFNE, IL1A, IL6, IL7, IL12A, IL15, IL16, IL17C, 

IL17D, IL23A, IL32, IL33, IL34, CCL2, CCL5, CCL14, CCL16, CCL20, CCL28, 

CXCL1, CXCL2, CXCL3, CXCL5, CXCL6, CXCL8, CXCL10, CXCL11, CXCL12 и 



120 
 

CXCL16). Провоспалительная активация ЭК-КА и ЭК-ВГА сопровождалась 

статистически значимым повышением экспрессии 24 генов провоспалительных 

цитокинов (CSF1, CSF2, CSF3, LTA, LTB, TGFB1, IFNE, IL1A, IL6, IL7, IL23A, 

IL32, CCL2, CCL5, CCL16, CCL20, CXCL1, CXCL2, CXCL3, CXCL5, CXCL6, 

CXCL8, CXCL10 и CXCL11), а также генов провоспалительных индуцибельных 

молекул клеточной адгезии SELE, VCAM1, ICAM1, NRCAM и ALCAM.  

ЭК-КА обладали более выраженной провоспалительной активностью, 

отражаемой статистически значимо повышенной экспрессией генов 

провоспалительных цитокинов MIF, CSF3, IL6, CXCL8, CCL2, CCL5, CXCL1, 

CXCL5, CXCL10 и PTX3, а также генов молекул клеточной адгезии VCAM1 и SELE 

в сравнении с ЭК-ВГА. Наибольший вклад в провоспалительную активность ЭК-

КА и ЭК-ВГА вносили гены MIF, CCL2, PTX3, CXCL1, CXCL8 и IL6. При 

воздействии пускового фактора умеренной дисфункции эндотелия (первичных 

КПЧ) ЭК-КА характеризовались более выраженной провоспалительной 

активацией (отражаемой статистически значимым повышением выделения 10 

цитокинов) в сравнении с ЭК-ВГА (в среде от которых отмечалось статистически 

значимое повышение содержания 4 цитокинов). При воздействии пускового 

фактора тяжелой дисфункции эндотелия (вторичных КПЧ) в ЭК-КА также 

отмечалась более выраженная провоспалительная активация (отражаемая 

статистически значимым повышением выделения 27 цитокинов), чем в ЭК-ВГА 

(в среде от которых отмечалось статистически значимое повышение содержания 7 

цитокинов), что в сочетании с полученными ранее результатами указывает на 

более высокую предрасположенность ЭК-КА к провоспалительной активации и 

на более высокую устойчивость ЭК-ВГА к развитию дисфункции эндотелия. В 

совокупности полученные результаты предоставляют патогенетическое 

обоснование склонности КА и резистентности ВГА к атеросклеротическому 

поражению. 

Третьей задачей исследования было установление патологических 

изменений, сопровождающих развитие провоспалительной активации ЭК-КА и 

ЭК-ВГА после воздействия пускового фактора дисфункции эндотелия (КПЧ). Для 
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решения данной задачи были выполнены полнотранскриптомное секвенирование 

и УВЭЖХ-МС/МС. Биоинформатический анализ транскриптомных и протеомных 

данных выявил, что провоспалительная активация ЭК-КА и ЭК-ВГА 

сопровождалась патологическим снижением синтетической активности, которое 

отражалось статистически значимым уменьшением экспрессии 7 генов 

эндотелиальной БМ, 31 гена субэндотелиального ВКМ и 27 генов ангиогенных 

молекул. Помимо этого, провоспалительная активация ЭК-КА и ЭК-ВГА также 

характеризовалась развитием окислительного стресса (отражаемого 

статистически значимым повышением экспрессии 14 соответствующих генов) и 

эндоплазматического стресса (отражаемого статистически значимым 

повышением экспрессии 16 соответствующих генов). 

Для изучения патологических изменений секреторного профиля ЭК-КА и 

ЭК-ВГА при моделировании дисфункции эндотелия путем внесения 

повреждающего фактора (КПЧ) была применена УВЭЖХ-МС/МС с 

последующим биоинформатическим анализом протеомных данных. Дисфункция 

ЭК сопровождалась патологическим повышением выделением маркеров 

эндотелиального фенотипа (которое отражалось статистически значимым 

повышением содержания 12 соответствующих белков в микроокружении) в 

сочетании со снижением секреторной активности (отражаемым статистически 

значимым снижением содержания 17 белков эндотелиальной БМ и 30 белков 

субэндотелиального ВКМ в микроокружении). Секреторный профиль ЭК-КА 

отличался статистически значимо повышенным содержанием растворимых форм 

маркеров эндотелиального фенотипа и статистически значимо сниженным 

содержанием компонентов эндотелиальной БМ, что подтверждало 

предрасположенность ЭК-КА к развитию дисфункции эндотелия при воздействии 

повреждающих факторов. Таким образом, дисфункция ЭК-КА и ЭК-ВГА при их 

провоспалительной активации сопровождалась патологическим повышением 

содержания маркеров эндотелиального фенотипа в микроокружении в сочетании 

с патологическим снижением их синтетической и секреторной активности. 
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Завершающей частью и четвертой задачей исследования была разработка 

алгоритма определения последствий дисфункции эндотелия при ее 

моделировании в эксперименте. В рамках биоинформатического анализа 

транскриптомных и протеомных данных функциональную активность ЭК было 

предложено оценивать по следующим патогенетически значимым классам 

молекул, синтезируемых и секретируемых ЭК: провоспалительные цитокины и 

молекулы клеточной адгезии, маркеры эндотелиального фенотипа, компоненты 

эндотелиальной БМ и субэндотелиального ВКМ, молекулы сигнальных путей 

ангиогенеза, протромботической активации, окислительного и 

эндоплазматического стресса. Данный алгоритм может быть применен при 

моделировании дисфункции эндотелия, в том числе с целью тестирования 

препаратов с эндотелиопротективным действием, которые могут применяться у 

пациентов с болезнями системы кровообращения и коморбидными состояниями. 

В этом случае использование алгоритма позволяет определить выраженность 

дисфункции эндотелия, в том числе провоспалительной активации ЭК, в 

зависимости от параметров моделирования патологических состояний (типа 

пускового фактора патологического процесса, а также выраженности и 

длительности его воздействия). С учетом возможности их количественного 

экспресс-определения у постели больного молекулярные маркеры дисфункции 

эндотелия (в частности, провоспалительные цитокины и растворимые формы 

молекул клеточной адгезии и рецепторных маркеров эндотелиального фенотипа) 

могут быть использованы у пациентов с полиорганной недостаточностью при 

определении показаний к гемосорбции провоспалительных цитокинов или 

терапевтическому плазмообмену. Предлагаемый алгоритм классификации 

молекул для оценки функциональной активности ЭК в рамках определения 

последствий дисфункции эндотелия при ее моделировании в эксперименте 

представлен на Рисунке 4. 
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Рисунок 4 – Алгоритм классификации молекул для оценки функциональной 
активности ЭК в рамках определения последствий дисфункции эндотелия при ее 

моделировании в эксперименте 

Патогенетическая схема, отражающая развитие патологических изменений 

в ЭК-ВГА, ЭК-БПВ, МСЭК и ЭК-КА после их выделения из организма и при 

моделировании дисфункции эндотелия, представлена на Рисунке 5. После 

выделения из организма пациентов с ИБС ЭК-ВГА обладают наиболее высокой 

провоспалительной активностью в сравнении с ЭК-БПВ и МСЭК, что проявляется 

повышением экспрессии генов цитокинов CSF2, CSF3, CCL2, CCL20, CXCL10, а 

также генов молекул клеточной адгезии VCAM1 (c учетом повышения экспрессии 

ICAM1 и SELE не только в ЭК-ВГА, но и в ЭК-БПВ). Полученные из поражаемой 

атеросклерозом артерии ЭК-КА обладают более высокой провоспалительной 

активностью в сравнении с полученными из устойчивой к развитию 

атеросклероза артерии ЭК-ВГА, что отражается повышенной экспрессией генов 

цитокинов MIF, CSF3, IL6, CXCL8, CCL2, CCL5, CXCL1, CXCL5, CXCL10 и PTX3, 

а также молекул клеточной адгезии VCAM1 и SELE. Воздействие пусковых 
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факторов дисфункции эндотелия (в частности, КПЧ) вызывает выраженную 

провоспалительную активацию ЭК-КА и умеренную провоспалительную 

активацию ЭК-ВГА (отражаемую статистически значимым повышением 

выделения 27 цитокинов в ЭК-КА и лишь 7 цитокинов в ЭК-ВГА). 

Провоспалительная активация ЭК-КА и ЭК-ВГА сопровождается патологическим 

повышением содержания маркеров эндотелиального фенотипа в их 

микроокружении и патологическим снижением их синтетической и секреторной 

активности на фоне развития окислительного и эндоплазматического стресса. 

Полученные результаты раскрывают механизмы повышенной провоспалительной 

активации ЭК артерий (в особенности ЭК поражаемой атеросклерозом ЭК-КА) в 

сравнении с ЭК-БПВ и МСЭК и связанные с ней патологические изменения 

эндотелиального фенотипа в контексте нарушения ключевых функций эндотелия 

(барьерной, ангиогенной и синтетической) при воздействии пусковых факторов 

его дисфункции. С учетом разработанного в ходе выполнения диссертационного 

исследования алгоритма оценки функциональной активности ЭК для определения 

последствий дисфункции эндотелия при ее моделировании в эксперименте 

последующие исследования могут использовать полученные новые знания и 

новую методологию для оценки эндотелиопротективных эффектов лекарственных 

препаратов, в том числе применяемых у пациентов с болезнями системы 

кровообращения и коморбидными состояниями. 
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Рисунок 5 – Схема, отражающая развитие патологических изменений в ЭК-

ВГА, ЭК-БПВ, МСЭК и ЭК-КА после выделения из организма человека и при 
моделировании их дисфункции 
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ВЫВОДЫ 

1. После выделения из организма пациентов с ИБС ЭК-ВГА обладают наиболее 

высокой провоспалительной активностью, отражаемой повышенной 

экспрессией генов провоспалительных цитокинов CSF2, CSF3, CCL2, CCL20 и 

CXCL10 (P < 0,05) в сравнении с ЭК-БПВ и МСЭК. Наибольший вклад в 

провоспалительную активацию ЭК-ВГА, ЭК-БПВ и МСЭК вносят хемокины 

(CCL2, CXCL8, CXCL1 и MIF), пентраксин-3 и интерлейкин-6. 

2. После выделения из организма ЭК-КА и ЭК-ВГА синтезируют широкий 

спектр провоспалительных цитокинов, уровень 24 из которых при дисфункции 

эндотелия повышается (P < 0,05). Полученные из поражаемой атеросклерозом 

артерии ЭК-КА характеризуются выраженной провоспалительной активацией 

(отражаемой повышением выделения 27 цитокинов, P < 0,05) при воздействии 

пускового фактора дисфункции эндотелия (КПЧ) и обладают повышенной 

экспрессией ряда генов медиаторов воспаления (MIF, CSF3, IL6, CXCL8, CCL2, 

CCL5, CXCL1, CXCL5, CXCL10, PTX3, VCAM1 и SELE, P < 0,05) в сравнении с 

полученными из устойчивой к развитию атеросклероза артерии ЭК-ВГА.  

3. Провоспалительная активация ЭК-КА и ЭК-ВГА сопровождается 

патологическим снижением синтетической активности (отражаемым 

уменьшением экспрессии 7 генов компонентов эндотелиальной БМ, 31 гена 

компонентов субэндотелиального ВКМ и 27 генов ангиогенных молекул, P < 

0,05) в сочетании с развитием окислительного стресса (отражаемого 

повышением экспрессии 14 соответствующих генов, P < 0,05) и 

эндоплазматического стресса (отражаемого повышением экспрессии 16 

соответствующих генов, P < 0,05).  

4. Дисфункция ЭК-КА и ЭК-ВГА при их провоспалительной активации 

сопровождается выделением маркеров эндотелиального фенотипа 

(отражаемым повышением содержания 12 соответствующих белков в 

микроокружении, P < 0,05) и снижением секреторной активности (отражаемым 
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снижением содержания 17 белков эндотелиальной БМ и 30 белков 

субэндотелиального ВКМ в микроокружении, P < 0,05). 

5. Последствия дисфункции эндотелия при ее моделировании в эксперименте 

могут быть определены в результате анализа функциональной активности ЭК 

при оценке синтеза и выделения провоспалительных цитокинов и молекул 

клеточной адгезии, маркеров эндотелиального фенотипа, компонентов 

эндотелиальной БМ и субэндотелиального ВКМ, молекул сигнальных путей 

ангиогенеза, протромботической активации, окислительного и 

эндоплазматического стресса.  



128 
 

СПИСОК СОКРАЩЕНИЙ И УСЛОВНЫХ ОБОЗНАЧЕНИЙ 

COVID-19 – новая коронавирусная инфекция 

G-CSF – гранулоцитарный колониестимулирующий фактор 

GM-CSF – гранулоцитарно-макрофагальный колониестимулирующий фактор 

ICAM1 – молекула межклеточной адгезии 

IL – интерлейкин 

MCP-1/CCL2 – фактор привлечения моноцитов  

MIF – фактор ингибирования миграции макрофагов 

PDGF – тромбоцитарный фактор роста 

PECAM1 – тромбоцитарно-эндотелиальная молекула клеточной адгезии 

PTX3 – пентраксин-3 

VCAM1 – молекула адгезии клеток сосудов 

VEGF – фактор роста сосудистого эндотелия 

vWF – фактор фон Виллебранда 

АК – аортальный клапан  

АС – аортальный стеноз 

БПВ – большая подкожная вена 

БМ – базальная мембрана 

ВКМ – внеклеточный матрикс 

ВГА – внутренняя грудная артерия 

ВКМ – внеклеточный матрикс 

ДМЕМ – среда Игла, модифицированная по Дульбекко 

ДНК – дезоксирибонуклеиновая кислота 

ИБС – ишемическая болезнь сердца 

КА – коронарная артерия 

КИЭ – кратность изменения экспрессии 

КПЧ – кальципротеиновые частицы 

МСЭК – эндотелиальные клетки сосудов микроциркуляторного русла человека 

ОТ-кПЦР – количественная ПЦР после обратной транскрипции 
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ПХП – площадь хроматографических пиков 

РНК – рибонуклеиновая кислота 

ТМП – среднее количество транскриптов на миллион прочтений 

УВЭЖХ-МС/МС – ультравысокоэффективная жидкостная хроматография с 

тандемной масс-спектрометрией 

ФБС – фетальная бычья сыворотка 

ФСБД – фосфатно-солевой буфер по Дульбекко 

ЭК – эндотелиальные клетки 

ЭК-АК – эндотелиальные клетки аортального клапана человека 

ЭК-БПВ – эндотелиальные клетки большой подкожной вены человека 

ЭК-ВГА – эндотелиальные клетки внутренней грудной артерии человека 

ЭК-КА – эндотелиальные клетки коронарной артерии человека 

ЭндоМТ – эндотелиально-мезенхимальный переход 
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