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Пролиферативная активность клеток эндотелия церебральных микрососудов яв-
ляется объектом регуляции широкого спектра факторов: регуляторных молекул,
токсических соединений, межклеточных взаимодействий. Гиперваскуляризация и
развитие окислительного и нитрозативного стресса являются важными компонен-
тами патогенеза хронической нейродегенерации. Активные формы кислорода и
азота, помимо прямого повреждающего действия на клетки головного мозга, су-
щественным образом влияют на пролиферативную активность и ангиогенный по-
тенциал клеток церебрального эндотелия. В экспериментах in vitro, выполненных
с использованием первичной культуры клеток церебрального эндотелия крыс,
мы оценили пролиферативную активность эндотелиоцитов с помощью техноло-
гии “xCelligence” , предназначенной для анализа пролиферации клеток в режиме
реального времени, в течение 24–72 ч. Источником активных форм кислорода и
азота выступали водные растворы аммиака и тиоцианата, обработанные неравно-
весной плазмой. Указанные растворы добавлялись в питательную среду клеток в
различных концентрациях. Нами впервые установлено, что присутствие активных
форм кислорода и азота в составе плазменной кислоты подавляет пролиферацию
клеток, вероятно, вследствие доминирования эффектов цитотоксического перок-
синитрита и продуктов его взаимодействия с клеточными белками, а присутствие
в растворе аммиака стимулирует пролиферацию клеток в дозозависимой манере.
Присутствующий в свежеприготовленном растворе тиоцианат анион снижает
ингибирующее действие плазменной кислоты на пролиферацию клеток эндоте-
лия, однако при длительной инкубации плазменная кислота с роданидом натрия
проявляет существенный цитотоксический потенциал. Суммируя наблюдения о
модуляции цитотоксических эффектов плазменной кислоты в отношении кле-
ток церебрального эндотелия в случае обработки воды неравновесной плазмой в
присутствии аммиака и тиоцианата, можно предположить участие окислитель-
ного и нитрозативного стресса в изученных нами процессах.
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Окислительный и нитрозативный стрессы играют существенную роль в патоге-
незе нейродегенерации [1, 2]. Основными процессами, приводящими к развитию
окислительного и нитрозативного стресса, выступают дисфункция митохондрий,
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активация НАДФН-оксидаз, генерация продуктов каталитической конверсии
жирных кислот вследствие повреждения клеток и развития нейровоспаления [3, 4].
Менее изучена роль окислительного и нитрозативного стресса в нарушении це-
лостности гематоэнцефалического барьера (ГЭБ) и повреждении клеток эндотелия
церебральных микрососудов, однако известно, что эти события вносят вклад в раз-
витие патологической проницаемости ГЭБ, что может быть сопряжено с развити-
ем феномена гиперваскуляризации (избыточного неоангиогенеза) в ткани голов-
ного мозга [2, 5–7]. В связи с этим эндотелиоциты церебральных микрососудов,
характеризующиеся специфическими свойствами, отличающими их от клеток эн-
дотелия других тканей (в частности присутствием в церебральном эндотелии боль-
шего количества митохондрий), являются интересным объектом для изучения ме-
ханизмов нейродегенерации и повреждения ГЭБ, ассоциированных с действием
широкого спектра соединений, образующихся в клетках при окислительном и нит-
розативном стрессе [8]. Примечательно, что окислительный стресс чаще рассмат-
ривается в качестве индуктора пролиферативной активности клеток эндотелия [9],
а молекулы с проангиогенной активностью, в частности сосудисто-эндотелиаль-
ный фактор роста VEGF, индуцируют гиперактивацию НАДФН-оксидазы и гене-
рацию активных форм кислорода (АФК) [9]. В то же время, накопление в клетках
нитротирозина как продукта нитрозативного повреждения белков подавляет ан-
гиогенез [10]. Кроме того, церебральный эндотелий является мишенью действия
для другого соединения – аммиака, который в условиях in vivo образуется в процес-
се химических превращений свободных аминокислот [11], причем действие амми-
ака может сопровождаться увеличением продукции моноксида азота, коль скоро
аммиак способен индуцировать экспрессию NO-синтазы и развитие нитрозатив-
ного стресса, например, в астроцитах [12]. Однако информация о механизмах дей-
ствия аммиака в условиях окислительного и нитрозативного стресса в литературе
отсутствует.

Изучение механизмов окислительного и нитрозативного повреждения клеток,
как правило, базируется на применении химических соединений, обладающих спо-
собностью генерировать АФК или азота, либо индуцировать их образование в клет-
ках-мишенях [7]. Не менее интересным может быть подход, основанный на исполь-
зовании in vitro соединений, формирующихся при действии неравновесной плазмы
на водные растворы, значительная часть которых представлена АФК и азота [13].
К низкомолекулярным активным формам азота (АФА) можно отнести оксид азота
(NO), диоксид азота (NO2), оксидонитрит (ONOO–), нитроксил-анион (NO–) и про-
тонированную форму оксидо-нитрита – пероксиазотистую кислоту (HOONO) [14].
Перечисленные АФА могут быть получены в физиологически значимых концен-
трациях в результате облучения газоразрядной плазмой в атмосферном воздухе во-
ды и водных растворов [15]. Наряду с перечисленными АФА в результате химиче-
ских преобразований с формирующимися АФК – (HO2/ ), (OH), (H2O2) – про-
исходит постепенное накопление стабильных нитрит- и нитрат-анионов и, как
следствие, снижение pH раствора. Поэтому вода, обработанная таким образом, по-
лучила название “плазменная кислота” [16, 17]. Состав плазменной кислоты изу-
чен в ряде работ [18–21].

В настоящее время ведутся интенсивные исследования соединений, восстанав-
ливающих функцию эндотелия. В этом контексте перспективными следует считать
неорганические тиоцианаты Me(SCN)x [22], функционирующие в качестве анти-
оксидантов и ингибиторов апоптоза [23]. Однако информации о механизмах дей-
ствия тиоцианат-аниона на клетки церебрального эндотелия в условиях окисли-
тельного и нитрозативного стресса фактически нет.
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Целью работы явилось изучение влияния плазменной кислоты на пролифера-
тивную активность церебральных эндотелиоцитов in vitro в присутствии аммиака и
тиоцианат-аниона.

МЕТОДЫ ИССЛЕДОВАНИЯ

Все процедуры, выполненные в исследованиях с участием животных, соответ-
ствовали этическим стандартам, проводились с соблюдением принципов гуманно-
сти, изложенных в Директиве Европейского сообщества (2010/63/ЕС) и в приказе
Минздрава России № 267 от 19.06.2003 г. “Об утверждении правил лабораторной
практики в Российской Федерации”, рекомендациях биоэтической комиссии по
работе с лабораторными животными при локальном этическом комитете и локаль-
ным этическим комитетом Красноярского государственного медицинского уни-
верситета.

Обработка водных растворов объемом 5 мл производилась плазмой искрового
разряда в негерметично закрытом стеклянном стаканчике емкостью 50 мл и диа-
метром 30 мм. Расстояние от искрового канала до поверхности раствора составля-
ло 20 мм. Электроды были выполнены из нержавеющей стали. Межэлектродное
расстояние составляло 15 мм. Частота следования импульсов составляла 10 Гц. Для
обработки растворов использовалась экспозиция 105 импульсов. Для формирова-
ния искрового разряда мы применяли униполярный наносекундный высоковольт-
ный генератор импульсов с напряжением 40 кВ, длительностью импульса 50 нс и
энергией 0.2 Дж, описанный нами ранее [24]. Обработка производилась в атмо-
сферном воздухе при комнатной температуре, термостабилизация не производи-
лась. Во всех экспериментах использовался режим обработки 200000 импульсами
искрового разряда. Для обработки плазмой искрового разряда мы использовали
следующие растворы:

1. Вода для инъекций. До обработки pH 6.9, после обработки 200000 импульсами
искрового разряда pH 1.3.

2. Раствор аммиака 0.11 М (вода для инъекций 5 мл + 100 мкл раствора NH3 с
массовой долей 10%). До обработки pH 11.0, после обработки 200000 импульсами
искрового разряда pH 4.6.

3. Раствор роданида натрия (1 мМ раствор NaSCN). До обработки pH 6.8, после
обработки 200000 импульсами искрового разряда pH 1.2.

Для приготовления растворов использовали следующие компоненты: вода для
инъекций буфус 5 мл, Реневал ПФК (Россия), аммиак 10%-ный раствор для на-
ружного применения и ингаляций, Ивановская фармацевтическая фабрика (Рос-
сия), натрия тиоцианат, 99% химически чистый (х. ч.) ГОСТ 10643-75, (Россия).

После обработки искровым разрядом производились определение pH раствора с
помощью pH-метра “Анион 4100” (Инфраспа-Аналит, Россия) и запись спектра
поглощения в области 200–450 нм с помощью спектрометра СМ2203 (Солар, Бела-
русь). Полученные при действии искрового разряда растворы использовались для
обработки культуральных сред в различных концентрациях. Методом спектрофо-
тометрии обработанного плазмой искрового разряда воды для инъекций определе-
но присутствие, нитрит- и нитрат-анионов по характерным пикам поглощения на
350 и 300 нм соответственно и близко расположенных пиков поглощения на 210 и
205 нм [25]. Наличие указанных анионов обеспечивало приобретение водой низ-
ких значений рН. Наличие указанных анионов в растворе также проверялось с ис-
пользованием системы капиллярного электрофореза Капель-105 (ЛЮМЭКС,
Санкт-Петербург). Поскольку при увеличении времени обработки искровым раз-
рядом происходит постепенное накопление указанных анионов [19–21], то кон-
троль качества плазменной кислоты проводился по уровню достигнутого pH.
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Источником эндотелиоцитов служили крысы 10-дневного возраста линии Ви-
стар. Выделение и культивирование клеток производили по модифицированному
протоколу [26]. Модификация заключалась в замене бычьего сывороточного аль-
бумина (BSA) на фетальную бычью сыворотку (FBS) в равных по белку концентра-
циях. После декапитации животных у них извлекали головной мозг, удаляли обо-
лочки и крупные поверхностные сосуды. Отделяли кору головного мозга и нарезали
на кусочки 1 мм3, после чего центрифугировали в течение 3 мин при 150 g. После
удаления супернатанта к осадку добавляли 25%-ный FBS, проводили тритурацию
и центрифугировали 10 мин при 600 g. Удаляли супернатант и повторяли процеду-
ру с добавлением 25%-ного FBS, тритурированием и центрифугированием. Осадок
собирали и добавляли 1 мл 0.1%-ного раствора коллагеназы II. Ферментативная
обработка длилась 35 мин при 37°С в условиях СО2-инкубатора (5% СО2) с перио-
дическим перемешиванием. После обработки ферментами к суспензии добавляли
двойной объем питательной среды, ресуспензировали и центрифугировали осадок
при 150 g в течение 5 мин. Культивирование полученных отдельных эндотелиоци-
тов и фрагментов сосудов осуществлялось в условиях CO2-инкубатора (Binder, Гер-
мания) при 37оС, 5% CO2 в культуральных флаконах, предварительно покрытых
желатином (Gelatin Solution 0.1%. Biological Industries, США) в среде DMEM
(ПанЭко, Россия) с добавлением 20% эмбриональной телячьей сыворотки (HyClone,
США), 2 мМ глутамина (ПанЭко, Россия), 100 Ед/мл пенициллина и 100 мг/мл
стрептомицина (ПанЭко, Россия). Смену среды осуществляли каждые три дня.
При достижении 90%-ной конфлюентности среду удаляли, клетки во флаконе
промывали дважды раствором Хенкса (ПанЭко, Россия) и обрабатывали раство-
ром 0.25%-ного раствора трипсина и ЭДТА (ПанЭко, Россия).

Для непрерывного мониторинга пролиферации in vitro эндотелиоциты перено-
сились в 16-луночные планшеты клеточного анализатора “xCelligence” (Roche,
Швейцария). В лунки планшета сначала вносилась культуральная среда в обьеме
50 мкл и регистрировался нулевой (базальный) уровень. Затем в лунки планшета
добавляли по 50 мкл суспензии клеток с количеством 30000 клеток в каждой лунке.
В лунки также добавлялось 100 мкл культуральной среды с внесенным в различных
концентрациях обработанного плазмой раствором. В контрольную лунку добавля-
лась культуральная среда (общий объем в лунке составлял 200 мкл). Для каждого
варианта “плазменной кислоты” засевали по три одинаковых лунки с клетками.

В качестве контроля также использовалась культуральная среда без клеток. Ин-
кубация проводилась в условиях CO2-инкубатора при 5% CO2 и температуре 37°C.
Регистрация осуществлялась с использованием анализатора “xCelligence” , предна-
значенного для анализа пролиферации клеток в режиме реального времени [27], в
течение 24–72 ч. Электроды в лунках планшетов xCelligence регистрируют измене-
ния сопротивления, вызванные присутствием клеток, а специализированное про-
граммное обеспечение рассчитывает показатель клеточного индекса (С). Клеточ-
ный индекс является импеданс-зависимым и определяется количеством и разме-
рами клеток.

Для статистической обработки использовались методы описательной статистики и
метод непараметрической корреляции Спирмена в пакете Statsoft Statistica.

РЕЗУЛЬТАТЫ ИССЛЕДОВАНИЯ

Усредненные кривые клеточного индекса для различных составов и объемов до-
бавок к питательным средам представлены на диаграмме (рис. 1). Как видно из
представленных графиков, динамика экспоненциального роста клеток церебраль-
ного эндотелия сменяется линейным ростом после 8–10 ч. Клеточный индекс су-
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Рис. 1. Усредненные кривые зависимости клеточного индекса от времени для церебральных эндотелио-
цитов, инкубируемых в средах, содержащих обработанные плазмой искрового разряда растворы. Здесь
и далее указаны значения объема плазменной кислоты, внесенного в лунку планшета в мкл.
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щественно зависит не только от состава “плазменного раствора”, но и от его ко-
нечной концентрации.

Для сравнительной оценки ингибирования/стимулирования пролиферативной
активности мы использовали нормированный разностный клеточный индекс dСi,
который вычислялся по следующей формуле

где ci – средний клеточный индекс i-того раствора, c0 – средний клеточный индекс
контрольной группы.

Как видно из представленных диаграмм (рис. 2), на стадии линейного роста кле-
точного индекса (T > 10 ч) достигается стационарная фаза для нормированного
разностного клеточного индекса dСi, что позволяет оценивать ингибирование/сти-
мулирование пролиферативной активности путем сравнения их линейных фаз
сравнением средних.

Как видно из представленных диаграмм (рис. 3), при использовании растворов
на основе аммиака при низких концентрациях имеет место существенная стимуля-
ция пролиферативной активности, в то время как использование дистиллирован-
ной воды, обработанной искровым разрядом, однозначно ингибирует пролифера-
тивную активность эндотелиоцитов. С ростом концентрации пролиферативная ак-
тивность снижается дозозависимым образом. Высокая значимая отрицательная
корреляция Спирмена rs = –0.94, p = 0.01 имеет место для плазменной кислоты,
содержащей аммиак. Для имеющегося набора данных для чистой плазменной кис-
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i
c cdС
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лоты корреляция Спирмена не достигла уровня значимой rs = –0.77, p = 0.09. Не-
обходимо отметить, что несмотря на изменение pH “плазменных растворов”, вы-
званного образованием азотной кислоты за счет искрового разряда, добавление ее
в питательную среду в невысоких концентрациях не приводило к значимому измене-
нию рН конечного раствора за счет буферных свойств (согласно технической ин-

Рис. 2. Нормированный разностный клеточный индекс для различных условий инкубации клеток цере-
брального эндотелия. Значимые изменения достигаются при превышении амплитуды отклонения ко-
ридора ошибки среднего для контрольного раствора.
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Рис. 3. Зависимость нормированного разностного клеточного индекса церебральных эндотелиоцитов
линейной фазы от логарифма объема плазменной кислоты, внесенного в лунку, нормированного на
минимальное значение (0.6 мкл) и состава раствора.
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формации производителя, буферная емкость культуральной среды DMEM составля-
ет не менее 10.5 мл) Δ pH < 0.01, и не обнаруживалось в наших экспериментах.

Второй параметр, оцениваемый в наших экспериментах – это время достижения
максимальной скорости роста клеточного индекса. Для этого мы проанализирова-
ли экспоненциальную фазу. В указанной фазе строились диаграммы скорости ро-
ста клеточного индекса dC/dT – производная от клеточного индекса (рис. 4).

Диаграмма зависимостей времени наступления максимальной скорости роста от
логарифма концентрации демонстрирует дозозависимый характер только для
плазменной кислоты без аммиака (рис. 5).

Далее мы оценивали влияние плазменной кислоты на основе растворов родани-
да натрия. Усредненные кривые клеточного индекса по группам клеток, культиви-
руемых в одинаковых по составу питательных средах, представлены на диаграмме
(рис. 6).

На стадии стационарной фазы (T = 24 ч) мы добавляли в питательную среду
плазменную кислоту в одинаковом объеме каждого раствора 10 мкл и оценивали в
дальнейшем нормированный разностный клеточный индекс dСi (рис. 7). Были ис-
пользованы растворы плазменной кислоты с различным временем после ее приго-
товления, давая возможность протеканию в ней окислительно-восстановительных
реакций. На рис. 6 и 7 время после обработки указано в часах.

ОБСУЖДЕНИЕ РЕЗУЛЬТАТОВ

Известно, что в составе плазменной кислоты, полученной при обработке рас-
творов неравновесной плазмой, регистрируется присутствие ряда соединений:

Рис. 4. Скорость роста клеточного индекса церебральных эндотелиоцитов для различных составов плаз-
менной кислоты.
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нитриты, нитраты, пероксинитрит, пероксид водорода и др. [18–21]. Мы обнару-
жили, что в зависимости от состава активированной плазмой воды могут быть по-
лучены эффекты стимуляции и подавления пролиферативной активности клеток
церебрального эндотелия in vitro, которые носят дозозависимый характер и прояв-
ляются как в экспоненциальной (начальной стадии деления), так и линейной фазе.
Преобладание азотосодержащих соединений при добавлении аммиака приводит к
эффектам стимуляции пролиферации, выражающимся в увеличении амплитуды

Рис. 5. Зависимость времени достижения максимума скорости роста клеточного индекса церебральных
эндотелиоцитов от состава и концентрации раствора плазменной кислоты.
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Рис. 6. Усредненные кривые динамики клеточного индекса для эндотелиоцитов, инкубируемых в сре-
дах, содержащих обработанные плазмой искрового разряда растворы.
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линейной фазы. Преобладание АФК и АФА в плазменной кислоте, полученной на
основе дистиллированной воды, демонстрирует ингибирование пролиферации
клеток как по амплитуде линейной фазы, так и по более раннему достижению мак-
симальной скорости роста в экспоненциальной фазе (увеличивается отрицатель-
ное ускорение – торможение).

Двунаправленый характер действия неравновесной плазмы скользящего разряда
на эндотелиоциты был продемонстрирован нами ранее методом иммуногистохи-
мии с регистрацией экспрессии Ki67 как маркера пролиферации [24]: при действии
малых концентраций регистрировалась стимуляция, при действии больших – инги-
бирование пролиферации клеток церебрального эндотелия. Возможным ключе-
вым медиатором этих эффектов является образующийся оксид азота NO, извест-
ный как модулятор пролиферации, ареста клеточного цикла и апоптоза [28]. При
использовании неравновесной плазмы в парах аммиака для предварительной обра-
ботки поверхности культуральных ячеек наблюдали стимуляцию пролиферации
эндотелиоцитов [29]. Сигнальная роль аммиака сопряжена с продукцией моноок-
сида азота [12], а введение аммиака позволяет улучшить выживаемость эндотелио-
цитов за счет увеличения экспрессии гемоксигеназы HO1 с последующим ростом
продукции моноксида углерода CO [30]. Повышенная экспрессия нейрональной
синтазы оксида азота (nNOS) и индуцибельной фракции фермента iNOS наблюда-
лась в стриатуме портокавальных шунтированных крыс с моделью хронической
гипераммониемии [11]. Повышалась экспрессия индуцибельной синтазы оксида
азота (iNOS) в культивируемых астроцитах под действием аммиака в патофизиоло-
гически релевантных концентрациях [31]. Мы предполагаем, что несмотря на раз-

Рис. 7. Нормированный разностный клеточный индекс для различных условий инкубирования эндоте-
лиоцитов. Значимые изменения достигаются при превышении амплитуды отклонения коридора ошиб-
ки среднего для контрольного раствора.
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ные механизмы регуляции активности индуцибельной и конститутивной изоформ
синтазы оксида азота [32], интересным было бы в дальнейшем протестировать ги-
потезу об аммиак-индуцируемой гиперпродукции оксида азота клетками цере-
брального эндотелия и вызванной этими событиями стимуляции пролиферации.
Примечательно, что eNOS играет доминирующую роль в индуцированном сосуди-
сто-эндотелиальным фактором роста VEGF ангиогенезе и повышении проницаемо-
сти сосудов [33], поэтому механизмы участия этого фермента в регуляции пролифе-
ративного статуса клеток церебрального эндотелия при гипераммониемии заслужи-
вают внимания. Кроме того, возможную роль аммиака в развитии хронической
нейродегенерации в последние годы стали все более связывать с его повреждающим
действием на ГЭБ [34] и цитотоксическим эффектом, ассоциированным с развити-
ем митохондриальной дисфункции [35]. Клетки церебрального эндотелия, имею-
щие много митохондрий, являются в этой связи очевидной мишенью для токсиче-
ского действия аккумулирующегося при нейродегенерации в ткани головного моз-
га аммиака, который, как показали наши результаты, способен индуцировать
пролиферативную активность эндотелиоцитов. Коль скоро характерный для хро-
нической нейродегенерации избыточный церебральный неоангиогенез сопряжен с
образованием сосудов с высокой проницаемостью эндотелиального слоя [36, 37],
вклад аммиака в прогрессирование нейровоспаления при нейродегенерации явля-
ется весьма вероятным.

Обращает на себя внимание высокая цитотоксичность плазменной кислоты с
роданидом натрия после его длительного отстаивания перед внесением в питатель-
ную среду, увеличивающаяся со временем. Вероятной причиной такого поведения
может быть образование цианидов в результате окисления тиоцианат-аниона ак-
тивными формами кислорода и азота плазменной кислоты [38]. Как и в предыду-
щем цикле экспериментов, внесение свежей плазменной кислоты без добавок при-
водило к ингибирующему пролиферацию эффекту.

Наиболее вероятным кандидатом из соединений в составе плазменной кисло-
ты на проявление окислительных свойств, необходимых для подавления проли-
феративной активности, выступает пероксинитрит ONOO– [15], тогда как фор-
мирующиеся через 24 ч стабильные нитриты и нитраты, наоборот, стимулируют
пролиферацию. Вместе с тем, нитротирозин, образующийся в результате действия
пероксинитрита на клеточные белки, подавляет ангиогенную активность [10], по-
этому логично предположить, что наблюдаемое нами антипролиферативное дей-
ствие плазменной кислоты является следствием аккумуляции в клетках нитроти-
розина. В то же время следует отметить, что пероксинитрит обладает проангио-
генной активностью в отношении клеток церебрального эндотелия и
антиангиогенной активностью в отношении эндотелиоцитов периферических
тканей [39], поэтому механизмы про- и антиангиогенной активности плазмен-
ной кислоты в отношении клеток церебрального эндотелия могут носить более
комплексный характер и определяться присутствием в ее составе широкого спек-
тра соединений.

Интересно, что внесение необработанного плазмой раствора роданида не влия-
ло на рост популяции эндотелиоцитов и, более того, свежий раствор плазменной
кислоты с роданидом натрия также не влиял на пролиферацию клеток. Можно
предположить, что раствор роданида выступает тушителем АФК и АФА [40, 41], а
не только проявляет антиоксидантные свойства, как это было показано ранее в
присутствии миелопероксидазы, конкурентно ингибируя образование опасного
гипохлорита [42, 43]. Такой механизм позволяет предполагать наличие противо-
воспалительного эффекта тиоцианата, реализуемого в системе с участием клеток
эндотелия и лейкоцитов, но это требует дополнительных экспериментальных ис-
следований.
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Суммируя наблюдения о модуляции цитотоксических эффектов плазменной
кислоты в отношении клеток церебрального эндотелия в случае обработки воды не-
равновесной плазмой в присутствии аммиака и тиоцианата, можно предположить
участие окислительного и нитрозативного стресса в изученных нами процессах.
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Effects of Plasma Acid on Proliferation of Rat Brain Endothelial Cells in vitro

E. D. Khilazhevaa, E. V. Lychkovskayaa, V. A. Kutyakova,
A. V. Morguna, and V. V. Salmina, *

aVoyno-Yasenetsky Krasnoyarsk State Medical University, Krasnoyarsk, Russia
*e-mail: vsalmin@gmail.com

The proliferative activity of endothelial cells of cerebral microvessels is subject to the reg-
ulation of a wide range of factors: regulatory molecules, toxic compounds, intercellular
interactions. Hypervascularization and development of oxidative and nitrosative stress
are important components in the pathogenesis of chronic neurodegeneration. Reactive
oxygen and nitrogen species, in addition to a direct damaging effect on brain cells, sig-
nificantly affect the proliferative activity and angiogenic potential of cerebral endothelial
cells. In the in vitro experiments performed on a primary culture of rat brain endothelial
cells, we assessed the proliferative activity of endothelial cells using the “xCelligence”
protocol designed to analyze cell proliferation in a real time mode for 24–72 hours.
Aqueous solutions of ammonia and thiocyanate treated with non-thermal plasma served
as the source of reactive oxygen and nitrogen species. These solutions were added to the
culture medium at various concentrations. We have established for the first time that due
to reactive oxygen and nitrogen species, plasma acid suppresses cell proliferation, proba-
bly because of dominating effects of cytotoxic peroxynitrite and products of its interac-
tions with cell proteins, whereas presence of ammonia in solution stimulates cell prolif-
eration in a dose-dependent manner. Thiocyanate anion present in the freshly prepared
solution reduces the inhibitory effect of plasma acid on the proliferation of endothelial
cells, however, prolonged exposure to plasma acid with sodium thiocyanate exhibits a
significant cytotoxic potential. In sum, we have found the effects of plasma acid on the
proliferative activity of cerebral endothelial cells. These effects are modulated in the
presence of ammonia and thiocyanate, thereby suggesting contribution of oxidative and
nitrosative stress to the effects observed.

Keywords: reactive oxygen species, reactive nitrogen species, ammonia, hypothiocyanate,
proliferation, cerebral endothelium
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