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Данная проблемная статья посвящена обсуждению методологических аспектов
определения различных критериев дисфункции эндотелия (провоспалительной
активации эндотелия, нарушений эндотелиальной механотрансдукции, развития
эндотелиально-мезенхимального перехода, нарушения биосинтеза и выделения
монооксида азота (NO), нарушения целостности эндотелия и его протромботиче-
ской активации) при экспериментальном моделировании in vitro и in vivo. Класси-
ческое определение дисфункции эндотелия включает в себя патофизиологически
значимое снижение выделения эндотелиальными клетками вазодилататоров, ча-
стичную потерю эндотелием своих атромбогенных свойств, провоспалительную
активацию эндотелиальных клеток и патологическое повышение проницаемости
эндотелия. Клинически значимыми последствиями дисфункции эндотелия явля-
ются артериальная гипертензия, макро- и микроангиопатия вследствие атерогене-
за, а также возникающая по причине повышения сосудистой проницаемости мик-
роальбуминурия. На основании результатов исследований последних лет предлага-
ется расширить определение дисфункции эндотелия, добавив в него нарушения
эндотелиальной механотрансдукции и развитие эндотелиально-мезенхимального
перехода. Чувствительными и надежными биомаркерами, обусловливающими па-
ракринные эффекты дисфункциональных эндотелиальных клеток in vitro, являют-
ся интерлейкин-6, интерлейкин-8 и MCP-1/CCL2, однако in vivo данные цитоки-
ны также выделяются иммунными клетками и поэтому не обладают достаточной
специфичностью для отражения дисфункции эндотелия. Концептуальные улучше-
ния методологии моделирования дисфункции эндотелия, в том числе в контексте
имитации гистогематического барьера, включают в себя культивирование эндоте-
лиальных клеток в системе пульсирующего потока (в том числе на подложке из
коллагена IV типа – основного компонента эндотелиальной базальной мембраны),
а также выделение лизата эндотелия из кровеносных сосудов модельных лабора-
торных животных in situ с целью последующего профилирования генной и белко-
вой экспрессии. В сочетании с моделированием паракринных эффектов дисфунк-
циональных эндотелиальных клеток при помощи кондиционированной среды
указанные модели анализа состояния эндотелия в условиях потока обладают высо-
ким потенциалом для приближения экспериментального сценария дисфункции
эндотелия к реальным физиологическим условиям.

Ключевые слова: дисфункция эндотелия, воспаление, механотрансдукция, эндо-
телиально-мезенхимальный переход, оксид азота, гистогематический барьер,
пульсирующий поток
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Исследование различных аспектов нормальной и патологической физиологии
эндотелия продолжает оставаться одной из самых актуальных тем сердечно-сосу-
дистой биологии, что подтверждается стабильным увеличением количества соот-
ветствующих публикаций за последние 20 лет (с 9512 в 2001 до 21748 в 2021 гг.).
Особую актуальность при этом имеет изучение дисфункции эндотелия, поскольку
доля посвященных этой проблеме публикаций от общего количества публикаций
по физиологии эндотелия растет с каждым годом (с 5.99% в 2001 до 10.83% в 2021 гг.).
Интерес к дисфункции эндотелия в последние два года, отраженный резким подъ-
емом соответствующей кривой на графике (рис. 1), может быть объясним особен-
ностями течения новой коронавирусной инфекции (COVID-19), которая сопро-
вождается развитием дисфункции эндотелия у существенной доли пациентов.

Несмотря на существенное количество публикаций по дисфункции эндотелия в
ведущих журналах, печатающих исследования, посвященных сердечно-сосуди-
стым проблемам (Circulation Research, Cardiovascular Research, Arteriosclerosis, Throm-
bosis, и Vascular Biology) за последние 20 лет (671), в которых была показана рас-
шифровка целого ряда механизмов, обеспечивающих нормальную физиологию
эндотелия (поддержание эндотелиального фенотипа, поддержание артериальной,
венозной или лимфатической спецификации эндотелия, протективное влияние

Рис. 1. Динамика публикаций по запросам “endothelial” и “endothelial dysfunction”, а также доля публи-
каций по запросу “endothelial dysfunction” от общего количества публикаций по запросу “endothelial” в
базе данных PubMed с 2001 по 2021 гг.
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ламинарного потока с высоким напряжением сдвига) или способствующих его па-
тологической активации (атерогенное воздействие турбулентного потока, эндоте-
лиально-мезенхимальный переход, нарушения эндотелиальной механотрансдук-
ции), определение дисфункции эндотелия с 1990-х годов остается статичным. Как
в описательных, так и в критических обзорах дисфункция эндотелия определяется
как “сниженный синтез, выделение или биодоступность монооксида азота (NO),
которое может приводить к нарушению баланса между процессами вазоконстрик-
ции и вазодилатации и сопровождаться провоспалительной и протромботической
активацией эндотелия” [1–6]. Более краткие определения дисфункции эндотелия
звучат как “нарушение эндотелий-зависимой вазодилатации в ответ на физиоло-
гическое воздействие” [7, 8] или “потеря эндотелием своей противовоспалитель-
ной, антитромботической и вазодилатирующей способности” [9]. Клинически ре-
левантное определение дисфункции эндотелия звучит как “снижение вазодилати-
рующего ответа на воздействие эндотелий-зависимого вазодилататора (к примеру,
ацетилхолина или брадикинина) или пульсирующего потока (f low-mediated vasodi-
lation)” [10]. Пожалуй, наиболее полное определение дисфункции эндотелия на се-
годняшний день принадлежит советскому и американскому патофизиологу М.С. Го-
лигорскому, который, помимо патофизиологически значимого (приводящего к на-
рушению регуляции сосудистого тонуса гладкомышечными клетками) снижения
выделения вазодилататоров и частичной потери эндотелием атромбогенности,
предложил также включить в него нарушения барьерной функции эндотелия, сни-
женную способность к пролиферации и миграции и сниженный ангиогенный по-
тенциал дисфункциональных эндотелиальных клеток, а также выделил клиниче-
ские последствия дисфункции эндотелия: артериальную гипертензию, макро- и
микроангиопатию, развивающуюся вследствие атерогенеза и воспалительной ин-
фильтрации, и микроальбуминурию, возникающую вследствие повышения сосу-
дистой проницаемости [11, 12]. Им были постулированы следующие признаки дис-
функциональных эндотелиальных клеток: сниженное выделение биодоступного
NO, повышенная способность к адгезии лейкоцитов, накопление холестерина и
окисленных липопротеинов низкой плотности, нарушенная передача вазодилатиру-
ющих молекул сосудистым гладкомышечным клеткам, повышенный синтез ком-
понентов внеклеточного матрикса (приобретение профибротического фенотипа) и
склонность к преждевременному старению и апоптозу [11, 12].

Вместе с тем работа комплексной научной группы по определению ясных диа-
гностических критериев дисфункции эндотелия, основанных на клинико-лабора-
торных биомаркерах, по собственному заключению ее членов не привела к удовле-
творительному результату [13]. Практически все биомаркеры из 62 исследований,
оцененных в данной работе, характеризовались отсутствием специфичности для
эндотелиальных клеток [13]. К аналогичным результатам пришли и авторы мас-
штабного протеомного исследования по идентификации маркеров, связанных с
дисфункцией эндотелия у пациентов с сахарным диабетом [14]. Таким образом, в
настоящее время можно констатировать отсутствие ясности в патофизиологиче-
ском и клиническом определении дисфункции эндотелия, а также ограниченность
классического определения данного понятия нарушением эндотелий-зависимой
вазорелаксации. Следует отметить, что некоторые авторы расширяют один из ком-
понентов определения дисфункции эндотелия до “дисфункционального выделе-
ния молекул-мессенджеров”, не ограничиваясь NO [15]. Существенный объем но-
вых знаний (с момента данного М.С. Голигорским определения прошло более 15 лет)
о физиологии эндотелия требует анализа возможности введения новых критериев
дисфункции эндотелия. Данная проблемная статья посвящена критическому об-
суждению изучения различных аспектов нормальной и патологической физиоло-
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гии эндотелия, в том числе важных для надлежащего моделирования гистогемати-
ческого барьера, в методологическом контексте.

МЕТОДОЛОГИЧЕСКИЕ АСПЕКТЫ 
МОДЕЛИРОВАНИЯ ДИСФУНКЦИИ ЭНДОТЕЛИЯ

Культивирование эндотелиальных клеток в условиях пульсирующего потока

В отличие от большинства клеточных линий, трехмерное культивирование ко-
торых в статических условиях относительно соответствует испытываемым ими
биомеханическим воздействиям в организме, эндотелиальные клетки требуют со-
здания однонаправленного пульсирующего потока для адекватного моделирова-
ния своей физиологии, в том числе профиля генной и белковой экспрессии. Под-
ходящим решением для культивирования эндотелиальных клеток в условиях потока
является система, сочетающая в себе насос для создания пульсирующего потока,
трубки-коннекторы, проточные камеры для культивирования клеток и программ-
ное обеспечение для регулирования задаваемых параметров потока (в том числе
напряжения сдвига – shear stress). Преимуществами использования такой системы
являются вариабельность доступных коннекторов и культуральных проточных ка-
мер, которые для более физиологичного моделирования базальной мембраны мо-
гут быть покрыты коллагеном IV типа. Прозрачность проточных камер позволяет в
любое время осуществлять визуализацию жизнеспособных или фиксированных
культур эндотелиальных клеток методами фазово-контрастной, эпифлуоресцент-
ной или конфокальной микроскопии, в том числе после их мечения флуоресцент-
ными зондами (для жизнеспособных культур) или антителами, конъюгированными с
флуорофорами (для фиксированных культур). Возможность флуоресцентной визу-
ализации жизнеспособных клеточных культур позволяет изучать различные аспек-
ты функционирования лизосом (поскольку лизосомальные зонды являются сенсо-
рами pH, градиент которого часто теряется при фиксации) и митохондрий, не прибе-
гая к необходимости окрашивания данных органелл специфичными антителами.
Наличие в системе четырех отдельных модулей, подключаемых к одному насосу и
управляемых посредством специализированного программного обеспечения через
ноутбук, позволяет проводить работу одновременно с четырьмя эксперименталь-
ными группами, что обеспечивает пространство для маневра при планировании
дизайна эксперимента. Как правило, анализ производится после временной оста-
новки системы пульсирующего потока и извлечения из нее проточных камер, од-
нако в теории длина коннекторов позволяет визуализировать клетки и в условиях
движущегося потока (то есть без остановки системы) в случае необходимости.

Важным техническим нюансом работы с системой пульсирующего потока явля-
ется равномерность предварительного заселения поверхности всех культуральных
проточных камер для создания одинаковых экспериментальных условий во всех
камерах и обеспечения сохранности целостности эндотелиального монослоя в
процессе эксперимента. Поскольку прочность адгезии клеток является ключевым
параметром для обеспечения исходной целостности эндотелиального монослоя и
технической валидности проводимого эксперимента, с целью надежной адгезии
эндотелиальных клеток к культуральному пластику проточной камеры (или под-
ложки из коллагена IV типа, если таковая в камере имеется) после процедуры рас-
сева следует оставлять аликвотированную в камеры суспензию клеток в течение
12–16 ч в статических условиях. Кроме того, для адаптации эндотелиальных клеток
к условиям потока, необходимой для адекватной оценки изменения их генной и
белковой экспрессии при каком-либо воздействии, рекомендуется предваритель-
ное поточное прекондиционирование адгезированных к культуральному пластику
эндотелиальных клеток путем помещения проточной камеры в систему пульсиру-
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ющего потока с последующим запуском системы (без каких-либо дополнительных
воздействий) на 24–48 ч. Критерием адаптации клеток к потоку, косвенно отража-
ющим соответствующие изменения исходной генной и белковой экспрессии, яв-
ляется элонгация (удлинение формы) эндотелиальных клеток.

Следует отметить, что полная конфлюэнтность эндотелиального монослоя пре-
пятствует надлежащей элонгации эндотелиальных клеток, что может снижать фи-
зиологичность моделирования механотрансдукции (трансформации эндотелиаль-
ными клетками механического воздействия, в данном случае потока, в биохимиче-
ские сигналы), однако в то же время обеспечивает целостность эндотелиального
монослоя, не менее важную для адекватной оценки его физиологии. Напротив, не-
полная конфлюэнтность эндотелиального монослоя позволяет эндотелиальным
клеткам в достаточной степени изменить геометрию в соответствии с направлени-
ем потока, однако оставляет вероятность также и неполной целостности монослоя
в момент запуска системы, что может привести к его размыванию и откреплению
пласта адгезированных друг к другу эндотелиальных клеток от культурального пла-
стика камеры. Оптимальной для физиологичного моделирования эндотелиальной
механотрансдукции и, следовательно, профиля генной и белковой экспрессии,
представляется степень конфлюэнтности эндотелиальных клеток в 75–80%.

С точки зрения молекулярного профилирования следует отметить, что площадь
одной проточной камеры обеспечивает ее заполнение количеством эндотелиаль-
ных клеток, достаточным для анализа генной экспрессии методом количественной
полимеразной цепной реакции после обратной транскрипции (ОТ-кПЦР) в случае
лизиса тризолом. При необходимости проведения полнотранскриптомного секве-
нирования (RNA-seq), жидкостной хроматографии с тандемной масс-спектромет-
рией (LC-MS) или иммуноблоттинга рекомендуется объединять клеточный лизат с
трех проточных камер внутри одной экспериментальной группы в один образец
для получения достаточного для анализа количества материала. Иными словами, в
случае анализа указанными методами для получения одного образца необходимо
проведение трех последовательных запусков системы пульсирующего потока.

При лизисе клеток внутри проточной камеры тризолом (для выделения РНК)
или RIPA-буфером (для выделения белка) важным является предварительно за-
брать из камеры максимальное количество фосфатно-солевого буфера для промы-
вания клеток (оставив его только непосредственно внутри канала камеры). Вслед-
ствие различной плотности тризола, RIPA-буфера и фосфатно-солевого буфера
тризол и RIPA-буфер практически не смешиваются с фосфатно-солевым буфером
и в течение нескольких секунд (пока идет пипетирование) вытесняют его из канала
наружу камеры, что позволяет не забирать изначально остающийся в канале фос-
фатно-солевой буфер во избежание воздушной эмболии канала и соответствующе-
го воздействия на клетки (впрочем, при желании это тем не менее возможно сде-
лать). После 5-минутного лизиса клеток в тризоле или RIPA-буфере рекомендуется
еще два раза пропустить собранный из камеры тризол или RIPA-буфер через камеру,
чтобы собрать остатки клеточного дебриса.

Как правило, для культивирования эндотелиальных клеток в условиях потока
целесообразно использовать полную (содержащую сыворотку) культуральную среду.
В частности, такая среда является наиболее подходящей при расселении эндотели-
альных клеток в культуральные проточные камеры и при их прекондиционирова-
нии в условиях пульсирующего потока. В принципе, такая среда может быть ис-
пользована и собственно при экспериментах в условиях потока, однако в соответ-
ствии с представлениями и желаниями экспериментатора может быть заменена на
бессывороточную культуральную среду (поскольку сыворотка представляет из себя
стохастическое сочетание гетерогенных молекул). С этой позиции представляют
существенный интерес бессывороточные среды с заранее определенной концен-
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трацией факторов роста (defined medium). Такие среды позволяют и повысить жиз-
неспособность эндотелиальных клеток в процессе эксперимента и минимизиро-
вать стохастичность влияния отдельных компонентов гетерогенной сыворотки на
результаты. В настоящее время на рынке представлен широкий выбор сред для
культивирования первичных эндотелиальных клеток человека, в число которых
входят и сывороточная, и бессывороточная, и бессывороточная с факторами роста
среда. Личный опыт авторов данной статьи также позволяет говорить о взаимоза-
меняемости сред различных производителей и соответствующих первичных эндо-
телиальных культур.

Что касается самих культур эндотелиальных клеток, то следует подчеркнуть
важность использования именно первичных, а не иммортализованных культур,
физиология которых необратимо изменена вне зависимости от способа имморта-
лизации. При этом и с исследовательской, и с финансовой стороны совершенно
целесообразно приобретение коммерческих культур эндотелиальных клеток у со-
ответствующих производителей. Данные культуры обладают способностью к быст-
рой пролиферации (скорость которой, безусловно, варьирует в зависимости от до-
нора и от клеточной линии, однако в ряде случаев не уступает иммортализованным
эндотелиальным клеткам), неприхотливы в культивировании и выдерживают мно-
жественное пассажирование (при разморозке на 2-м пассаже их удавалось успешно
культивировать и до 12-го пассажа без существенного замедления пролиферации).
Кроме того, такой подход к источнику эндотелиальных клеток для экспериментов
часто позволяет прицельно выбрать линию клеток именно того сосуда, патология
которого исследуется концептуально. В частности, для моделирования дисфунк-
ции эндотелия при атеросклерозе рекомендуются сравнительные и одновремен-
ные эксперименты на любой из линий атерочувствительных артерий (к примеру,
коронарной артерии, сонной артерии или аорты) и линии атерорезистентной арте-
рии (традиционно в качестве такой артерии рассматривается внутренняя грудная
артерия). Следует подчеркнуть необходимость использования артериальных эндо-
телиальных клеток для исследования артериальных патологий, а венозных эндоте-
лиальных клеток – для изучения венозных патологий. Отдельно стоит заострить
внимание на изучении нормальной и патологической физиологии эндотелиальных
клеток, заселяющих новые биоматериалы для производства тканеинженерных ме-
дицинских изделий или их готовые прототипы (к примеру, сосудистые протезы
малого диаметра). Для моделирования (пато)физиологии эндотелия в таких усло-
виях также следует применять те эндотелиальные клетки, которые соответствуют
анатомической локализации медицинского изделия (к примеру, в том случае, если
сосудистые протезы малого диаметра планируется использовать в качестве кондуи-
тов для коронарного шунтирования, эксперименты по изучению физиологии эн-
дотелия на таких кондуитах или биоматериалах для них следует ставить на первич-
ных эндотелиальных клетках коронарной или внутренней грудной артерии).

Культивирование эндотелиальных клеток в статических условиях

Несмотря на всю привлекательность культивирования эндотелиальных клеток в
условиях пульсирующего потока с точки зрения объективного моделирования их
нормальной физиологии, достаточно большое количество экспериментальных
приложений требует значительной клеточной массы, невозможной к получению
на малой культуральной площади проточных камер. К примеру, анализ паракрин-
ных эффектов эндотелиальных клеток в обязательном порядке включает в себя из-
мерение содержания провоспалительных цитокинов, концентрация которых
должна быть достаточна для их детекции. Объем культуральной среды, загружае-
мой в один модуль пульсирующего потока (на примере системы, с которой работали
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авторы), составляет 15 мл, а площадь одной культуральной проточной камеры со-
ставляет ≈2.5–3.0 см2, что эквивалентно площади 8–9 лунок 96-луночного плоско-
донного планшета или 0.25–0.3 × 106 (250–300 тысяч) клеток. Соответственно, ко-
личество культивируемых в системе пульсирующего потока клеток не соответству-
ет объему среды с точки зрения даже высокоточного и количественного
иммуноферментного анализа, не говоря уже о менее чувствительных скрининго-
вых полуколичественных методах, таких, как дот-блоттинг. Искусственное испа-
рение культуральной среды для концентрирования содержащихся в них молекул
сопряжено с высоким риском контаминации, которая делает невозможной даль-
нейший объективный анализ. Кроме того, моделирование паракринных эффектов
эндотелиальных клеток требует добавления кондиционированной (то есть инкуби-
рованной с дисфункциональными эндотелиальными клетками) среды к интакт-
ным культурам, что опять же представляется малореальным в условиях потока
вследствие несоответствия количества клеток объему среды.

Поэтому эксперименты, результат которых напрямую зависит не от содержимого
эндотелиальных клеток (к примеру, транскрипты, внутриклеточные белки и рецепто-
ры), а от их секретома (совокупности молекул, выделяемых ими в микроокружение –
к примеру, цитокинов, про- и антиангиогенных молекул), целесообразно проводить в
статических условиях. При моделировании паракринных эффектов культур эндоте-
лиальных клеток следует помнить о важности применения бессывороточной культу-
ральной среды (как вариант – бессывороточной культуральной среды с определенной
концентрацией факторов роста), поскольку сыворотка содержит ксеногенные (гете-
рологические) внеклеточные везикулы, а также цитокины и про-/антиангиогенные
молекулы, которые могут взаимодействовать с поликлональными антителами для
иммуноферментного анализа или дот-блоттинга. Использование бессывороточной
культуральной среды с определенной концентрацией факторов роста способствует
жизнеспособности клеток, подвергшихся воздействию триггера дисфункции эндоте-
лия (что позволяет осуществлять более физиологичное моделирование в контексте
последующего добавления кондиционированной среды к интактным эндотелиаль-
ным клеткам), однако может затруднять объективную оценку изменений в концен-
трации про- и антиангиогенных молекул в культуральной среде методами иммуно-
ферментного анализа и дот-блоттинга, поскольку в их число также входят и факторы
роста. Как правило, кондиционированная среда переносится к интактным культу-
рам эндотелиальных клеток после не более чем 24 ч культивирования, поскольку
далее даже в контрольных культурах эндотелиальных клеток (без добавления сти-
мула дисфункции эндотелия) начинаются изменения физиологии, связанные с сы-
вороточной депривацией. Кроме того, для объективной оценки ответа интактных
культур эндотелиальных клеток на добавление кондиционированной среды (в том
числе для полуколичественного и количественного анализа изменений их секре-
торного профиля) требуется их 24-часовая инкубация с кондиционированной сре-
дой, а истощение культуральной среды при ее добавлении к монослою эндотели-
альных клеток (как дисфункциональных, кондиционирующих среду, так и интакт-
ных, инкубируемых уже с кондиционированной средой) происходит как раз через
48 ч (24 ч инкубации с дисфункциональными клетками и 24 ч инкубации с интакт-
ными клеточными культурами).

Также культивирование эндотелиальных клеток в статических условиях примени-
мо в том случае, когда эксперимент подразумевает их фракционирование на орга-
неллы с целью разделения белков различной локализации (к примеру, ядерных, ци-
тозольных и митохондриальных или лизосомальных белков). Одной из целей такого
экспериментального дизайна может быть дальнейшая жидкостная хроматография с
тандемной масс-спектрометрией, которая требует предварительного обогащения
анализируемых образцов для максимизации суммарного количества идентифициру-
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емых клеточных белков. В этом случае для выделения достаточного количества белка
для анализа требуется существенный объем клеточной массы, невозможный к полу-
чению на ограниченной площади культуральных проточных камер.

Исследование биологии эндотелия in vivo

Помимо экспериментов на культурах эндотелиальных клеток в условиях однона-
правленного пульсирующего потока in vitro, изучение патологических эффектов и
механизмов действия их пусковых факторов (триггеров) также подразумевает иссле-
дования in vivo на лабораторных животных. Наиболее подходящими моделями для
этого можно считать мелких лабораторных животных (крыс и мышей), поскольку от-
носительная простота их содержания и размножения позволяет проводить масштаб-
ные эксперименты с достаточным количеством биологических повторов (репликат)
для обеспечения достаточной степени доказательности экспериментов.

Рассматривая возможные животные модели для изучения дисфункции эндотелия,
следует подчеркнуть, что для каждого эксперимента может потребоваться индивиду-
ализация экспериментальной модели (к примеру, определенные линии трансгенных
мышей или крыс). Данный постулат особенно применим к анализу влияния различ-
ных коморбидных (сопутствующих) патологий, основными из которых являются са-
харный диабет, хроническая болезнь почек и хроническая обструктивная болезнь
легких. Каждое из данных состояний имеет свои характерные, классические и отно-
сительно новые, животные модели для исследования состояния органов и тканей, в
том числе эндотелия. Если же рассматривать сценарий отсутствия выраженных ко-
морбидных патологий, наиболее релевантный научной задаче поиска способов фар-
макологического и нефармакологического вмешательства для коррекции дисфунк-
ции эндотелия, стоит выделить три основных животных модели. Первой из них явля-
ются нормолипидемические и нормотензивные крысы Wistar, позволяющие
анализировать состояние эндотелия в отсутствие каких-либо дополнительных фак-
торов сердечно-сосудистого риска, второй – крысы с врожденной артериальной ги-
пертензией (к примеру, линии SHR или НИСАГ), третьей – гиперлипидемические
(к примеру, ApoE- или LDLR-нокаутные) мыши, с рождения склонные к гипер/дис-
липидемии, отложению липидов в крупных артериях и развитию атеросклероза. Ис-
пользование трех данных моделей позволяет изучать развитие дисфункции эндоте-
лия в отсутствие модифицируемых факторов сердечно-сосудистого риска, а также
при двух наиболее распространенных и важных факторах сердечно-сосудистого рис-
ка – артериальной гипертензии и гипер/дислипидемии. Поскольку данные состоя-
ния являются скорее неизбежно ассоциированными с возрастом процессами, чем со-
путствующими заболеваниями, целесообразно рассматривать данные животные мо-
дели как некий “нормальный патофизиологический сценарий”, обусловливающий
релевантность исследования дисфункции эндотелия в дополнение к нормофизиоло-
гическому сценарию, наблюдаемому у крыс Wistar.

Наиболее подходящим сосудом для анализа дисфункции эндотелия у крыс и
мышей in vivo представляется аорта, поскольку: 1) данный сосуд относится к арте-
риальному руслу (что позволяет связывать дисфункцию эндотелия с развитием ар-
териальных патологий, главным образом атеросклероза); 2) содержит неразрывно
связанные сегменты с атерогенным турбулентным кровотоком (дуга и бифуркация
аорты) и с атеропротективным ламинарным кровотоком (нисходящая аорта);
3) обладает максимальным диаметром среди всех остальных сосудов организма,
что позволяет собрать достаточное количество материала для анализа. Из этого
следует, что при изучении дисфункции эндотелия у лабораторных животных целе-
сообразно исследовать состояние эндотелия в сосудистых сегментах как с турбу-
лентным, так и с ламинарным кровотоком. Если в качестве сегмента с ламинарным
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кровотоком единственным возможным выбором является нисходящая аорта в силу
своей длины и простоты своей геометрии, то для выбора сегмента с турбулентным
кровотоком существуют два варианта (как указано выше, дуга и бифуркация аорты).
Сравнивая данные сосудистые сегменты, стоит отметить крайне малые размеры соб-
ственно раздваивающегося фрагмента бифуркации (ее части с истинно турбулент-
ным кровотоком) даже в сравнении с обладающей относительно небольшими разме-
рами дугой аорты. Поэтому представляется разумным предпочесть для анализа со-
стояния эндотелия при турбулентном кровотоке именно дугу аорты.

Анализ состояния эндотелия в дуге аорты и нисходящей аорте in situ (то есть в
нативном состоянии, без дополнительного воздействия на эндотелиальные клетки)
может быть выполнен как минимум тремя способами: при помощи быстрого про-
мывания указанных аортальных сегментов тризолом с целью сбора эндотелиального
лизата для последующего выделения РНК и профилирования методом ОТ-кПЦР,
посредством аналогичного промывания RIPA-буфером с коктейлем ингибиторов
протеаз и фосфатаз или, используя продольную диссекцию цельного сегмента и
его окрашивание первичными и вторичными флуоресцентно меченными антите-
лами с последующей en face-визуализацией, подразумевающей микроскопию уло-
женной интимой вверх аорты без приготовления срезов.

Сбор эндотелиального лизата тризолом или RIPA-буфером целесообразно про-
водить при помощи инсулинового шприца (в силу малого диаметра аорты крыс и
мышей) после тщательного промывания физиологическим раствором хлорида на-
трия для очищения от крови. Как правило, для выделения достаточного количе-
ства РНК или белка из сегментов аорты крысы достаточно однократного, но мед-
ленного шприцевого промывания тризолом или RIPA-буфером (хотя также оправ-
дан вариант с трехкратным относительно быстрым промыванием). При этом
следует отметить, что для достижения достаточной для иммуноблоттинга концен-
трации белка применительно к сегментам крысиной аорты объем RIPA-буфера не
должен превышать 200 мкл для дуги аорты и 300 мкл для нисходящей аорты; веро-
ятно, он должен быть еще меньшим для обладающих меньшим диаметром аорт
мышей. Гистологическим обоснованием применения такой методики у крыс и
мышей является то, что их интима в норме состоит исключительно из монослоя
эндотелиальных клеток, не содержит каких-либо других клеточных популяций и
отделена от содержащей сосудистые гладкомышечные клетки мышечной оболочки
внутренней эластической мембраной. Безусловно, данная методика не является аб-
солютно чистой и сопряжена с некоторой степенью контаминации лизатом гладко-
мышечных клеток (что подтверждается выявлением альфа-актина гладких мышц
при помощи иммуноблоттинга и соответствующих транскриптов при ОТ-кПЦР),
однако, во-первых, она может быть предварительно оптимизирована для каждого
конкретного эксперимента, а во-вторых, в случае такой контаминации целесооб-
разно внесение поправки на количество белка или транскриптов альфа-актина
гладких мышц в контрольной и экспериментальной группах (по аналогии с прин-
ципом ΔCt при анализе данных ОТ-кПЦР).

Особенностью иммуноблоттинга белков крыс является то, что молекулярные мас-
сы детектируемых белков часто не совпадают с таковыми у человека, которые ис-
пользуются производителями антител в качестве референтных. Помимо того, что
данная особенность может вызывать вопросы у требовательных к техническим дета-
лям рецензентов, она ограничивает одновременное использование двух и более пер-
вичных антител, иногда практикуемое с целью экономии ресурсов при анализе бел-
ков человека в случае предварительного тестирования таких антител, расхождения их
по молекулярным массам и отсутствия их неспецифического связывания с нецеле-
выми белками или их фрагментами. Тем не менее, приведенные ограничения не ума-
ляют технической валидности иммуноблоттинга лизата эндотелия крыс.
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Еще одним упомянутым выше способом анализа является конфокальная мик-
роскопия эндотелия en face. Необходимость использования именно конфокальной
микроскопии обусловлена сильным фоновым свечением от нижележащей внут-
ренней эластической мембраны в зеленом флуоресцентном канале, что требует от-
сечения отдельных оптических срезов для визуализации окрашенных флуорес-
центно меченными антителами эндотелиальных клеток. Вероятно, с целью мини-
мизации аутофлуоруесцентного зеленого свечения следует использовать сочетание
Alexa Fluor 555- и Alexa Fluor 647-меченных вторичных антител, светящихся в
красном и дальнем красном флуоресцентном каналах. Хотя данный способ анали-
за состояния эндотелия является допустимым, его доказательная мощность в боль-
шинстве случаев (за исключением оценки эндотелиально-мезенхимального пере-
хода) представляется ограниченной в силу качественно-комплементарного харак-
тера полуколичественного анализа конфокальных изображений; кроме того, его
использование приводит к довольно нерациональному использованию имеющейся
ткани, поскольку достаточно большая часть аортального сегмента уходит на окра-
шивание всего лишь одной комбинацией антител.

МЕХАНИЗМЫ ДИСФУНКЦИИ ЭНДОТЕЛИЯ ПРИ РАССМОТРЕНИИ
ФОРМУЛИРОВКИ ЕЕ КРИТЕРИЕВ

Провоспалительная активация эндотелия
Основными критериями провоспалительной активации эндотелия являются ад-

гезия лейкоцитов к эндотелиальным клеткам вследствие связывания лейкоцитар-
ных рецепторов с соответствующими рецепторами эндотелиальных клеток и повы-
шенное выделение эндотелиальными клетками провоспалительных цитокинов
[16–18]. К лейкоцитарным рецепторам, ответственным за прикрепление лейкоци-
тов к эндотелиальным клеткам, относятся VLA-4/CD49d (связь с VCAM1 эндотели-
альных клеток), Mac-1 (комплекс CD11b и CD18, связь с ICAM1 эндотелиальных кле-
ток), LFA-1/CD11a (связь с ICAM1 эндотелиальных клеток) и PSGL-1/CD162 (связь с
Е-селектином эндотелиальных клеток) [19–22].

Объективный анализ адгезии клеток мононуклеарной фракции крови к эндоте-
лию, частично отражающей провоспалительную активацию эндотелия, невозмо-
жен при культивировании эндотелиальных клеток в статических условиях по при-
чине пассивного оседания и неминуемой адгезии моноцитов и лимфоцитов как к
эндотелиальным клеткам, так и к культуральному пластику даже после многих (7–
10) стадий интенсивной отмывки. Соответственно, даже в случае полной конфлю-
энтности эндотелиального монослоя является невозможным отделить истинную
адгезию клеток мононуклеарной фракции крови к эндотелию от “псевдоадгезии”,
которая обусловлена механическим прикреплением осевших моноцитов и лимфо-
цитов к нижележащей поверхности независимо от ее покрытия клетками. В то же
время добавление клеток мононуклеарной фракции крови в систему для культиви-
рования эндотелиальных клеток в условиях пульсирующего потока (в количестве
1.25 × 105 клеток на 1 мл, что эквивалентно 1.5 × 106 клеток на модуль системы по-
тока) позволяет исключить такую “псевдоадгезию” под действием силы тяжести и
обеспечить достаточное количество адгезировавшихся к эндотелиальному моно-
слою моноцитов и лимфоцитов. Визуализацию при таком методе анализа можно
проводить при помощи флюоресцентной микроскопии на инвертированном мик-
роскопе, используя любой альтернативный ядерный краситель (к примеру, Cell-
Tracker Green) для мечения клеток мононуклеарной фракции крови перед их до-
бавлением в систему пульсирующего потока и стандартный ядерный краситель (к
примеру, Hoechst 33342) для мечения клеток внутри камеры после остановки си-
стемы и ее извлечения непосредственно перед визуализацией. В таком дизайне
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клетки мононуклеарной фракции крови дают и синее, и зеленое свечение (если ис-
пользовать CellTracker Green), а эндотелиальные клетки – исключительно синее
свечение. Для большей наглядности рекомендуется сочетать фазово-контрастную
и флуоресцентную визуализацию на инвертированном микроскопе.

Хотя анализ адгезии клеток мононуклеарной фракции крови к эндотелиальным
клеткам и является функциональным анализом с высокой степенью доказательно-
сти провоспалительной активации эндотелия, современные критерии доказатель-
ности патофизиологических экспериментов (отражаемые требованиями соответ-
ствующих научных журналов) также включают в себя измерение экспрессии генов
и белков, ответственных за адгезию лейкоцитов к эндотелиальным клеткам. К та-
ким генам целесообразно относить VCAM1, ICAM1, SELE и SELP, кодирующие со-
судистую молекулу клеточной адгезии, межклеточную молекулу клеточной адге-
зии, E-селектин и P-селектин соответственно. Оптимальным методом для измере-
ния экспрессии данных генов являются различные варианты полимеразной цепной
реакции (к примеру, ОТ-кПЦР или цифровая капельная ПЦР), а для измерения
белков – иммуноблоттинг с использованием соответствующих антител (при этом
количество молекул VCAM1 и ICAM1 существенно превышает количество E-се-
лектина, что позволяет использовать именно их в качестве маркеров провоспали-
тельной активации). Альтернативной мерой измерения данных белков может быть
полуколичественный анализ полученных при конфокальной микроскопии изоб-
ражений, однако множественное использование такого метода в различных экспе-
риментах не привело к удовлетворительным результатам. В отношении молекул
клеточной адгезии рекомендуется использовать конфокальную микроскопию ис-
ключительно для качественного анализа их локализации в клетке (к примеру, в ци-
тозоле или на плазматической мембране), но не для количественного анализа их
экспрессии. Другим вариантом включения подобного варианта анализа дисфунк-
ции эндотелия в доказательную базу экспериментальной работы является обяза-
тельное сочетание результатов полуколичественного анализа конфокальных изоб-
ражений с данными ОТ-кПЦР и иммуноблоттинга. Таким образом, полуколиче-
ственный анализ конфокальных изображений используется либо для изучения
качественных феноменов (локализация объекта интереса внутри клетки, в том
числе в ассоциации с конкретными органеллами), либо в качестве комплементар-
ного (дополнительного), но не самостоятельного аналитического метода.

В отношении повышенного выделения эндотелиальными клетками провоспа-
лительных цитокинов следует отметить, что их спектр не столь велик и включает в
себя шесть основных молекул: интерлейкин (ИЛ)-6, ИЛ-8, моноцитарную хемоат-
трактантную молекулу 1 (MCP-1/CCL2), CXCL1 (связанный с ростом онкоген,
GRO-α), фактор ингибирования миграции макрофагов (MIF) и ингибитор актива-
тора плазминогена (PAI-1, серпин E1) [23, 24]. Намного шире спектр выделяемых
эндотелиальными клетками про- и антиангиогенных молекул [23, 24], при этом к
про-ангиогенным молекулам относятся ангиопоэтин-1 [25, 26], растворимая фор-
ма рецептора к сосудистому эндотелиальному фактору роста (VEGFR2) [27, 28],
ангиогенин [29, 30], эпидермальный фактор роста (EGF) [31, 32], плацентарный
фактор роста (PlGF) [33, 34], тромбоцитарный фактор роста (вернее, его субъеди-
ницы PDGF-AA и PDGF-BB) [35, 36], основной фактор роста фибробластов
(bFGF)[37, 38], эндотелин-1 [39, 40], пентраксин 3 [41, 42], дипептидилпептидаза 4
[43, 44], CD105/эндоглин [45, 46], фактор роста гепатоцитов (HGF) [47, 48], белки,
связывающие инсулиноподобный фактор роста – IGFBP-1 [49, 50], IGFBP-2 [51,
52] и IGFBP-3 [53, 54], CXCL16 [55, 56], трансформирующий фактор роста (TGF-β1)
[57, 58], урокиназный активатор плазминогена (uPA) и соответствующий раство-
римый рецептор (uPAR) [59, 60], матриксная металлопротеиназа-1 (ММП-1) [60,
61], ИЛ-6 [62, 63], ИЛ-8 [64, 65] и MCP-1/CCL2 [66, 67], а к антиангиогенным –
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ангиопоэтин-2 [68, 69], тромбоспондин-1 [70, 71], эндостатин [72, 73], тканевые
ингибиторы металлопротеиназ (ТИМП-1 [74, 75] и ТИМП-2 [76, 77]) и ингибитор
активатора плазминогена (PAI-1) [78, 79].

Методологически измерение цитокинов, про- и антиангиогенных факторов в
культуральной среде с эндотелиальных клеток целесообразно осуществлять в
первую очередь посредством скринингового полуколичественного профилирова-
ния при помощи дот-блоттинга (в настоящее время на рынке представлены специ-
ализированные наборы, позволяющие определение всех указанных выше цитоки-
нов и абсолютного большинства из вышеуказанных про- и антиангиогенных бел-
ков). Скрининговое измерение молекул при помощи дот-блоттинга позволяет
определить те из них, что являются дифференциально экспрессированными
между экспериментальной и контрольной группами, и далее провести прицель-
ный количественный анализ различий при помощи высокоточного иммунофер-
ментного анализа. Если возможности провести дот-блоттинг нет (к примеру,
вследствие отсутствия хемилюминесцентного сканера), для оценки провоспали-
тельной активации эндотелиальных клеток следует измерить концентрацию ИЛ-6,
ИЛ-8 и MCP-1/CCL2 в культуральной среде методом иммуноферментного анали-
за. Перед дот-блоттингом или иммуноферментным анализом следует провести
низкоскоростное центрифугирование собранной среды (1000–3000 g) с целью
очистки от клеточного дебриса.

Помимо собственно оценки выделения эндотелиальными клетками в микро-
окружение провоспалительных цитокинов как обязательного компонента провос-
палительной активации эндотелия, для оценки патофизиологической значимости
изменений секреторного профиля дисфункциональных эндотелиальных клеток
также рекомендуется проведение экспериментов с кондиционированной (то есть
инкубированной с эндотелиальными клетками и выбранным триггером дисфунк-
ции эндотелия) бессывороточной средой, которую не позднее чем через 24 ч следу-
ет добавить к интактным культурам эндотелиальных клеток не более чем на 24 ч
для оценки ее патологического воздействия в сравнении с аналогичной средой,
инкубированной с эндотелиальными клетками от того же донора без триггера дис-
функции эндотелия. В том случае, если стоит задача по идентификации ответ-
ственного за патогенные эффекты паракринного компонента, после изначального
эксперимента с полной кондиционированной средой целесообразно проведение
повторного эксперимента с фракционированием кондиционированной среды (по-
средством ультрацентрифугирования) на внеклеточные везикулы и не содержа-
щую внеклеточных везикул кондиционированную среду с их последующим раз-
дельным добавлением к интактным культурам эндотелиальных клеток. Перед пе-
реносом кондиционированной среды от дисфункциональных эндотелиальных
клеток к интактным следует провести ее низкоскоростное центрифугирование с
целью очистки от клеточного дебриса для последующего объективного анализа па-
ракринного воздействия кондиционированной среды.

Собственные исследования нашей группы показали, что добавление в систему
пульсирующего потока кальципротеиновых частиц (также называемых в русско-
язычной терминологии кальций-фосфатными бионами) приводит к их интернали-
зации эндотелиальными клетками уже в течение часа, стабильно вызывает гибель
небольшой, но статистически значимой доли (1–2%) эндотелиальных клеток в те-
чение 4 ч вследствие патологической пермеабилизации лизосом и митохондрий и
стимулирует выделение основных эндотелиальных провоспалительных цитокинов,
указанных выше – ИЛ-6, ИЛ-8 и MCP-1/CCL2 [80, 81]. Это позволило рассматри-
вать кальципротеиновые частицы как модельный триггер дисфункции эндотелия,
пригодный для анализа основных патофизиологических звеньев ее развития.
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Последующие эксперименты показали, что 4-часовое инкубирование первич-
ных эндотелиальных клеток коронарной артерии и внутренней грудной артерии с
кальципротеиновыми частицами вызывает адгезию мононуклеарных клеток пери-
ферической крови к артериальным эндотелиальным клеткам в потоке, которая со-
провождается повышением уровня указанных выше молекул клеточной адгезии
VCAM1 и ICAM1 [82–84]. Кроме того, было выявлено, что как полная, так и очи-
щенная от внеклеточных везикул кондиционированная среда, полученная от пер-
вичных эндотелиальных клеток коронарной артерии в результате добавления к
ним кальципротеиновых частиц, приводила к повышению экспрессии генов моле-
кул клеточной адгезии VCAM1, ICAM1, SELE и SELP в сочетании с повышением
экспрессии генов цитокинов IL6, CXCL8, CCL2, CXCL1 и MIF, увеличению экс-
прессии рецепторов эндотелиальных клеток к лейкоцитам VCAM1 и ICAM1, а так-
же усиленному выделению ИЛ-6, ИЛ-8 и MCP-1/CCL2 при ее добавлении к интакт-
ным культурам эндотелиальных клеток коронарной артерии от этого же донора. В то
же время добавление внеклеточных везикул от обработанных кальципротеиновы-
ми частицами эндотелиальных клеток не приводило к таким эффектам, указывая
на ведущую роль растворимых факторов в развитии паракринной провоспалитель-
ной активации эндотелия. Поскольку сдвига секретируемых эндотелиальными
клетками в окружающую среду про- и антиангиогенных факторов выявлено не бы-
ло, было предположено, что из растворимых факторов главную патогенетическую
роль в данном патофизиологическом сценарии играют именно провоспалительные
цитокины (ИЛ-6, ИЛ-8, MCP-1/CCL2).

Таким образом, первым и самым главным критерием дисфункции эндотелия
следует считать его провоспалительную активацию, которая может быть определе-
на по трем критериям: 1) повышенной адгезии лейкоцитов к эндотелиальным
клеткам при их совместном культивировании в условиях пульсирующего потока,
сопровождающейся повышением экспрессии белков VCAM1 и ICAM1, а также со-
ответствующих генов; 2) повышенному выделению трех основных эндотелиальных
провоспалительных цитокинов – ИЛ-6, ИЛ-8 и MCP-1/CCL2 в микроокружение;
3) доказанной патогенности паракринного воздействия эндотелиальных клеток (к
примеру, способностью кондиционированной ими среды вызывать развитие дис-
функции эндотелия в интактных клеточных культурах).

Нарушения эндотелиальной механотрансдукции

Еще одним аспектом патофизиологии эндотелия, невозможным к изучению в
статических условиях культивирования, являются нарушения эндотелиальной ме-
ханотрансдукции (трансформации механического воздействия, в данном случае
потока, в биохимические сигналы). Механотрансдукция играет чрезвычайно важ-
ную роль в физиологии эндотелия in vivo, что отражается восприимчивостью сосу-
дистых сегментов с турбулентным кровотоком (к примеру, дуга аорты) к атеро-
склерозу в сравнении с сосудистыми сегментами с ламинарным кровотоком (к
примеру, нисходящая аорта) [16–18]. Помимо множества механосенсоров, в число
которых входят рецепторы VEGFR2 [85, 86], Tie2 [87] и PECAM-1/CD31 [88, 89],
интегрины и связанные с ними очаги адгезии [90–93], белки межклеточных кон-
тактов VE-кадгерин и окклюдин [85, 89, 94], активируемые растяжением ионные
каналы [95, 96], трансмембранные протеогликаны [97], G-белок-связанные рецеп-
торы [98], гетеротримерные G-белки [99, 100], гликокаликс [101, 102], кавеолин-1
и кавеолы [103, 104], первичные реснички [105, 106], промежуточные филаменты
[107, 108] и актиновый цитоскелет [109–111], передача сигнала от механосенсоров
осуществляется через ряд специализированных транскрипционных факторов:
KLF2 [112–114], KLF4 [115–117], NRF2 [118, 119], YAP и TAZ [120, 121]. При этом
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три из данных факторов (KLF2, KLF4 и NRF2) являются атеропротективными
[113–116, 118, 119, 122–131], а два (YAP и TAZ) – атерогенными [120, 121, 131–134].

Функция атерогенных транскрипционных факторов YAP и TAZ в значительной
степени регулируется на посттрансляционном уровне посредством фосфорилирова-
ния (которое провоцирует их секвестрирование в цитозоле и деградацию данных бел-
ков посредством убиквитинирования с последующим транспортом в протеасомы),
что отражает необходимость оценки не только общей, но и фосфорилированной
формы данных молекул посредством иммуноблоттинга с их последующим сравнени-
ем относительно друг друга. Другим вариантом анализа активности атерогенных
транскрипционных факторов YAP и TAZ могла бы быть оценка относительного со-
держания общей и фосфорилированной формы данных факторов в цитозоле и ядре
методом иммуноблоттинга после фракционирования клеток. К сожалению, такой
способ, хотя и является объективным, требует значительного количества клеточной
массы, невозможной к получению в культуральных проточных камерах, а в статиче-
ских условиях оценить нарушения эндотелиальной механотрансдукции возможным
не представляется. Попытки оценки сравнительной интенсивности флуоресцентно-
го сигнала общей и фосфорилированной формы YAP и TAZ в цитозоле и ядре при
иммуноокрашивании также (по собственному опыту авторов) не привели к объек-
тивному результату; тем не менее, нельзя исключать их комплементарной (но не са-
мостоятельной) доказательной мощности. При оценке нарушений эндотелиальной
механотрансдукции, сопровождающей дисфункцию эндотелия, следует помнить об
иррелевантности измерения генной экспрессии в том случае, если функциональ-
ность белка главным образом управляется посредством его посттрансляционных мо-
дификаций. К примеру, экспрессия генов YAP1 и WWTR1, кодирующих транскрип-
ционные факторы YAP1 и TAZ соответственно, никак не связана с тем, подвергаются
ли далее данные белки фосфорилированию и деградации в протеасомах.

Вполне естественно, что при отсутствии внешних биомеханических воздействий,
за исключением контакта эндотелиальных клеток друг с другом, даже при полностью
конфлюэнтном монослое надлежащее моделирование эндотелиальной механотранс-
дукции представляется затруднительным. В то же время при культивировании в си-
стеме пульсирующего потока соблюдаются сразу несколько условий для физиоло-
гичного моделирования эндотелиальной механотрансдукции: постоянное воздей-
ствие однонаправленного пульсирующего потока с регулируемым напряжением
сдвига, постепенная элонгация эндотелиальных клеток вдоль направления потока и
обеспечение контактов эндотелиальных клеток внутри монослоя друг с другом за
счет их элонгации даже при изначально неполной конфлюэнтности.

Эксперименты с модельным триггером дисфункции эндотелия – кальципротеи-
новыми частицами показали, что интернализация КФБ приводила к снижению
экспрессии механочувствительных атеропротективных транскрипционных факто-
ров KLF2 и KLF4, также снижая степень фосфорилирования атерогенного тран-
скрипционного фактора YAP1 и приводя таким образом к его активации, подавля-
емой в физиологических условиях. При этом данные эффекты наблюдались как в
культурах первичных эндотелиальных клетках коронарной и внутренней грудной
артерии, так и в эндотелии различных аортальных сегментов крыс (нисходящая
аорта и дуга аорты). Особенно выражены указанные нарушения были в характери-
зующейся турбулентным кровотоком дуге аорты, где белок Yap1 был гипофосфо-
рилирован в обоих изученных участках (серин-127 и серин-397) и также был гипо-
фосфорилирован белок Taz, что отражало резистентность этих двух атерогенных
транскрипционных факторов к деградации. Таким образом, и инкубированные с
кальципротеиновыми частицами культуры эндотелиальных клеток, и эндотелий
аорты подвергшихся внутривенному введению кальципротеиновых частиц крыс
имели “молекулярные отпечатки” нарушенной механотрансдукции.
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При попытке формулировки критериев дисфункции эндотелия следует упомя-
нуть об отсутствии какого-либо функционального анализа (аналогичного анализу
адгезии лейкоцитов к эндотелиальным клеткам) или какого-либо выделяемого в
микроокружение биомаркера, позволяющего сделать однозначный вывод о разви-
тии нарушений эндотелиальной механотрансдукции. Тем не менее, ее признаками
при молекулярном профилировании эндотелиальных клеток могут являться сни-
жение экспрессии атеропротективных транскрипционных факторов KLF2, KLF4 и
NRF2 и кодирующих их генов (KLF2, KLF4, NFE2L2), а также гипофосфорилиро-
вание атерогенных транскрипционных факторов YAP1 и TAZ, приводящее к их ак-
тивации. Вопрос о том, какие из этих изменений являются наиболее патофизиоло-
гически значимыми, является дискуссионным, поэтому представляется разумным
определять нарушения эндотелиальной механотрансдукции как сочетание сниже-
ния экспрессии атеропротективных транскрипционных факторов и активирующего
гипофосфорилирования атерогенных транскрипционных факторов. В соответ-
ствии с таким определением нарушение эндотелиальной механотрансдукции мо-
жет быть обозначено как один из главных критериев дисфункции эндотелия.

Эндотелиально-мезенхимальный переход

Не менее важным аспектом дисфункции эндотелия является эндотелиально-ме-
зенхимальный переход, сопровождающий развитие атеросклероза и способствую-
щий потере ориентации эндотелиальных клеток, дезинтеграции межклеточных
контактов, повышению экспрессии ими молекул клеточной адгезии и переходу на
синтетический фенотип [135–139]. Эндотелиально-мезенхимальный переход со-
провождается постепенным снижением экспрессии эндотелиальных маркеров
(PECAM-1/CD31, VE-кадгерин/CD144, VEGFR2/KDR/CD309) и повышением экс-
прессии мезенхимальных маркеров (N-кадгерин/CD325, альфа-актин гладких
мышц, виментин, кальпонин, SM22α, фибробласт-ассоциированный белок, фиб-
робласт-специфичный белок) и регулируется транскрипционными факторами
Snail, Slug, Twist1, Gata4 и Zeb1 [137, 139–141]. Экспрессия транскрипционного
фактора Gata4 в эндотелиальных клетках человека вызывает вопросы, в то время как
остальные четыре указанных транскрипционных фактора обнаруживаются в них в
значительном количестве как на уровне транскриптов, так и на уровне белков.

Наиболее важными из них являются Snail и Slug, которые представляют собой
два эволюционно родственных транскрипционных фактора (о чем говорят назва-
ния их генов SNAI1 и SNAI2), вследствие чего при иммуноблоттинге могут быть де-
тектированы одним из представленных на рынке антител, распознающим харак-
терный для обоих данных транскрипционных факторов эпитоп. Впрочем, данное
антитело является поликлональным, в то время как современные требования к
специфичности иммуноблотов все же рекомендуют использование моноклональ-
ных антител для минимизации их неспецифического связывания. Тем не менее,
различие молекулярных масс транскрипционных факторов эндотелиально-мезен-
химального перехода в теории позволяет одновременно оценивать уровень экс-
прессии Snail/Slug (или Twist1), которые, как правило, локализуются на молеку-
лярных массах до 50 кДа, и транскрипционного фактора Zeb1, который может
определяться на молекулярной массе в 200 кДа.

Помимо иммуноблоттинга, объективная оценка развития эндотелиально-ме-
зенхимального перехода также может быть проведена при помощи анализа генной
экспрессии (поскольку активность транскрипционных факторов или маркеров
данного процесса не зависит от посттрансляционных модификаций). При этом в
первую очередь наблюдается изменение экспрессии генов транскрипционных
факторов, управляющих эндотелиально-мезенхимальным переходом, а именно
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SNAI1, SNAI2, TWIST1 и ZEB1, хотя дифференциальная экспрессия каждого из них
существенно зависит от типа сосудистого эндотелия (клеточной линии в случае
экспериментов in vitro и сосудистого сегмента в случае экспериментов in vivo). Из-
менение экспрессии самих маркеров эндотелиально-мезенхимального перехода
происходит уже значительно позже и служит сигналом идущей трансдифференци-
ровки. Наиболее убедительным доказательством такой трансдифференцировки,
вероятно, является иммунофлуоресцентное окрашивание, которое качественно
свидетельствует о приобретении экспрессии эндотелиальными клетками мезенхи-
мальных маркеров (при условии аналогичного доказательства их отсутствия на на-
чальном этапе эксперимента). Классическим примером такого окрашивания может
служить сочетанное окрашивание на маркер эндотелиальных клеток PECAM-1/CD31
и маркер сосудистых гладкомышечных клеток альфа-актин гладких мышц, а также
на другой маркер эндотелиальных клеток VE-кадгерин/CD144 и маркер мезенхи-
мальных клеток N-кадгерин/CD325. Актуальность иммунофлуоресцентного окра-
шивания для определения эндотелиально-мезенхимального перехода, вероятно,
также делает возможным доказательство его реализации in vivo при диссекции
цельного сегмента аорты, его окрашивании первичными и вторичными флуорес-
центно меченными антителами и последующей en face-визуализации (интимой
вверх). Такой способ позволит отличить клетки с выраженным эндотелиальным
фенотипом (CD31+αSMA– или CD144+CD325–) от клеток со смешанным
(CD31+αSMA+ или CD144+CD325+) или чисто мезенхимальным (CD31–αSMA+

или CD144–CD325+) фенотипом и, в силу своего качественного характера, даст
техническую возможность провести количественный подсчет клеток с переходным
или мезенхимальным фенотипом. В отношении секретома подвергшихся или под-
вергающихся эндотелиально-мезенхимальному переходу (важно рассматривать
данный процесс как континуум, а не дискретный переход между двумя состояния-
ми) эндотелиальных клеток следует сказать, что практическая оценка выделяемых
ими в этом состоянии в микроокружение растворимых факторов в клеточных
культурах достаточно затруднительна в силу длительности процесса (1–2 нед.) и не
является приоритетным способом анализа эндотелиально-мезенхимального пере-
хода в сравнении с иммунофлуоресцентным окрашиванием.

В отношении искусственного моделирования дисфункции эндотелия было вы-
явлено, что пролонгированное внутривенное введение кальципротеиновых частиц
крысам Wistar инициирует эндотелиально-мезенхимальный переход, повышая
экспрессию его транскрипционных факторов Snail, Slug и Twist1 в эндотелии раз-
личных аортальных сегментов (нисходящая аорта и дуга аорты). Динамика генной
и белковой экспрессии позволила сделать вывод о том, что эндотелиально-мезен-
химальный переход при воздействии КФБ развивается постепенно, а повышенная
экспрессия генов его транскрипционных факторов (SNAI1, SNAI2 и ZEB1) после
интернализации КФБ предшествует последующей гиперэкспрессии белков Snail,
Slug и Twist1, регулирующих смену эндотелиального фенотипа на мезенхимальный.

Таким образом, к критериям эндотелиально-мезенхимального перехода можно
отнести: 1) приобретение экспрессии маркеров мезенхимального фенотипа (к ко-
торым в первую очередь можно отнести N-кадгерин и альфа-актин гладких
мышц); 2) повышение экспрессии не менее трех из четырех соответствующих
транскрипционных факторов (Snail, Slug, Twist1 и Zeb1). Собственно эндотелиаль-
но-мезенхимальный переход также следует определять как континуум событий, а
не как уже свершившийся факт приобретения эндотелиальными клетками мезен-
химального фенотипа. Поскольку эндотелиально-мезенхимальный переход ассо-
циирован с обоими звеньями провоспалительной активации эндотелия (адгезией
лейкоцитов к эндотелиальным клетками и выделением провоспалительных цито-
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кинов [83, 142, 143]) и индуцируется хроническим воспалением [144, 145], турбу-
лентным потоком [135] и нарушениями эндотелиальной механотрансдукции [146,
147] эндотелиально-мезенхимальный переход также можно рассматривать в каче-
стве обязательного критерия дисфункции эндотелия.

Нарушение биосинтеза и выделения монооксида азота (NO)

Одним из ключевых аспектов дисфункции эндотелия является снижение способ-
ности эндотелиальных клеток вырабатывать монооксид азота (NO), являющийся
ключевым вазодилататором. С методологической точки зрения можно выделить че-
тыре этапа, на которых возможна косвенная оценка выделения NO: транскрипция
гена ключевого фермента этого процесса эндотелиальной NO-синтазы (NOS3), син-
тез данного белка в эндотелиальных клетках в результате трансляции на рибосомах,
функционально значимое посттрансляционное модифицирование данного фермен-
та (в число таких посттрансляционных модификаций входят ингибирующее актив-
ность данного фермента фосфорилирование в позиции треонин-495 и повышающее
его активность фосфорилирование в позициях серин-113 и серин-1177), а также соб-
ственно синтез NO, отражаемый количеством продуктов его метаболизма – нитратов
(NO3) и нитритов (NO2), поскольку собственно молекула NO существует после свое-
го биосинтеза лишь несколько секунд. Помимо оценки компонентов цепи синтеза
NO, при оценке дисфункции эндотелия важным является также анализ функцио-
нальной активности активных форм азота (reactive nitrogen species), в частности, пе-
роксинитрита (ONOO−), образующегося при расцеплении сигнального пути эндо-
телиальной NO-синтазы, когда данный фермент “переключается” на синтез су-
пероксида ( ) вместо NO. Пероксинитрит (ONOO−) в таком случае образуется из
супероксида, генерируемого при расцеплении сигнального пути эндотелиальной
NO-синтазы, и синтезируемого свободного NO. Другими активными формами азота
являются •NO2 и N2O3, образующиеся при реакциях пероксинитрита (ONOO−) с
другими химическими соединениями. Все активные формы азота также имеют очень
короткий период жизни, и маркером вызываемого ими нитрозирующего стресса (по
аналогии с индуцируемым активными формами кислорода окислительным стрес-
сом) является 3-нитротирозин, который может быть детектирован при иммуноблот-
тинге при помощи соответствующего антитела. Кроме того, поскольку нитрозирую-
щий стресс неразрывно связан с окислительным стрессом через избыточный синтез
супероксида при расцеплении сигнального пути NO-синтазы, при комплексном
анализе дисфункции эндотелия также целесообразен анализ функциональной актив-
ности активных форм кислорода посредством измерения концентрации продуктов
реакции с тиобарбитуровой кислотой (TBARS), включающих в себя малондиальде-
гид, 8-изопростан и 4-гидроксиноненаль и являющихся продуктами метаболизма
свободных радикалов (в первую очередь супероксида , пероксида водорода H2O2,
гидроксил-радикала •OH и синглетного кислорода 1[O2]).

При измерении транскрипции гена NOS3 у человека важно помнить о четырех
изоформах данного фермента, которые должны детектироваться при помощи едино-
го праймера. При оценке посттрансляционных модификаций данного белка принци-
пиальную значимость имеет сравнение относительного количества его общей фор-
мы, а также ингибирующих и активирующих фосфорилированных форм. В отличие
от транскрипционных факторов эндотелиальной механотрансдукции YAP и TAZ,
фосфорилированные формы которых относительно легко определяются в лизате эн-
дотелиальных клеток, детекция фосфорилированных форм NO-синтазы в лизате кле-
точных культур in vitro (в отличие от лизата эндотелия in vivo) достаточно затрудни-
тельна и требует большого количества загружаемого для иммуноблоттинга белка в со-

−•
2O

−•
2O
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четании с малым разведением соответствующих первичных антител. Измерение
нитратов и нитритов как продуктов метаболизма выделяемого эндотелиальными
клетками NO в культуральной среде, а также измерение продуктов реакции с тиобар-
битуровой кислотой как продуктов метаболизма выделяемых ими в культуральную
среду активных форм кислорода может быть проведено посредством колориметриче-
ского анализа при помощи соответствующих наборов. Поскольку детекция нитратов,
нитритов и продуктов реакции с тиобарбитуровой кислотой в культуральной среде
также требует их определенной концентрации в ней (по аналогии с белковыми или
пептидными растворимыми факторами), подобные эксперименты по моделирова-
нию дисфункции эндотелия рекомендуется проводить в статических условиях, с бес-
сывороточной культуральной средой (для предотвращения контаминации нитрата-
ми, нитритами и активными формами кислорода из сыворотки), после не менее чем
24 ч инкубации эндотелиальных клеток с триггером дисфункции эндотелия для на-
копления достаточного количества молекул и после низкоскоростного центрифуги-
рования для очищения анализируемой культуральной среды от клеточного дебриса.

Добавление модельного триггера дисфункции эндотелия – кальципротеиновых
частиц к культурам эндотелиальных клеток в системе пульсирующего потока in vitro
вызывало снижение экспрессии эндотелиальной NO-синтазы и соответствующего
гена NOS3. Также было выявлено, что эндотелий нормолипидемических и нормо-
тензивных крыс Wistar при регулярном внутривенном введении кальципротеино-
вых частиц характеризовался относительным повышением экспрессии фосфори-
лированной формы эндотелиальной NO-синтазы в позиции треонин-495 (отража-
ющей ингибирование активности данного фермента), а также 3-нитротирозина
(отражающего возникающий при “расцеплении” сигнального пути эндотелиаль-
ной NO-синтазы нитрозирующий стресс) в нисходящей аорте. Данные результаты
свидетельствовали о выраженных нарушениях функционирования эндотелиальной
NO-синтазы в результате интернализации кальципротеиновых частиц, подтвер-
ждая справедливость их использования для моделирования дисфункции эндотелия.

Определение нарушений биосинтеза и выделения NO достаточно сложно вслед-
ствие многокомпонентности его составляющих (к примеру, измерение уровня нит-
ратов, нитритов и продуктов реакции с тиобарбитуровой кислотой in vivo не будет от-
ражать дисфункцию эндотелия в каком-либо конкретном сосуде), при этом отсут-
ствие патологических изменений в каком-либо из компонентов цепи биосинтеза NO
(к примеру, ингибирующих посттрансляционных модификаций) не обязательно го-
ворит об отсутствии снижения выделения NO эндотелиальными клетками. Допол-
нительную сложность придает возможность расцепления сигнального пути NO-син-
тазы, при котором даже при нормальном уровне и функционировании данного
фермента выделение NO эндотелиальными клетками является сниженным и со-
провождается нитрозирующим и окислительным стрессом. Наиболее разумным
представляется вариант, при котором нарушение биосинтеза NO определяется как
по собственно детектируемому снижению NO в микроокружении эндотелиальных
клеток (более актуально для экспериментов in vitro), так и по снижению экспрессии
гена NOS3 и кодируемой им эндотелиальной NO-синтазы, а также повышению со-
отношения ее фосфорилированной формы в позиции треонин-495 к общей фракции
данного фермента. Сопутствующими при этом являются полуколичественное или
количественное измерение содержания 3-нитротирозина и продуктов реакции с
тиобарбитуровой кислотой. Как было указано выше, нарушение биосинтеза и выде-
ления NO является обязательным компонентом дисфункции эндотелия.

Нарушение целостности эндотелия
Завершающим компонентом дисфункции эндотелия, предлагаемым к рассмот-

рению, является патологическое повышение проницаемости эндотелиального мо-
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нослоя в результате нарушения его целостности, следствием чего in vivo наблюдается
проникновение атерогенных липопротеинов, цитокинов и иммунных клеток в ин-
тиму. Обязательным условием для моделирования данного патологического про-
цесса, наиболее тесно относящегося к церебральному эндотелию (вследствие важ-
ности обеспечения полупроницаемости гематоэнцефалического барьера для це-
лостности тканей центральной нервной системы), также является воздействие на
эндотелиальные клетки пульсирующего потока.

Патологическое повышение проницаемости эндотелия можно смоделировать
при помощи добавления плазмы крови от пациентов с изучаемой патологией или
культуральной среды, насыщенной триггером дисфункции эндотелия, в систему
пульсирующего потока, связанную с заселенной эндотелиальными клетками (и
при необходимости покрытой коллагеном IV типа для имитации базальной мем-
браны) культуральной проточной камерой. После необходимого времени инкуба-
ции эндотелиальные клетки внутри контрольной и экспериментальной камер мо-
гут быть окрашены антителами к VE-кадгерину (маркер не только эндотелиальных
клеток, но и межклеточных контактов, окрашивание на который позволяет оце-
нить целостность эндотелиального монослоя) и F-актину (маркеру ориентации
цитоскелета, по которому можно судить о физиологических и патологических из-
менениях геометрии клетки). Соответственно нарушение целостности эндотелия
при конфокально-микроскопической визуализации будет определено как потеря
межклеточных контактов (по окрашиванию антителами к VE-кадгерину) и потеря
элонгации эндотелиальных клеток (по окрашиванию антителами к F-актину). Ав-
томатизированный анализ изменений клеточной геометрии может быть проведен
при помощи плагинов Directionality и OrientationJ в программе ImageJ.

Классическим способом для оценки нарушения целостности эндотелия in vivo
является прижизненное окрашивание синим Эванса (Evans Blue) – красителем,
связывающимся с альбумином, высокомолекулярным белком, в норме не прони-
кающим в ткани через сохраняющий свою целостность эндотелий. При наруше-
нии целостности эндотелия альбумин может проникать в интиму (либо через гема-
тоэнцефалический барьер) и связываться с белками и протеогликанами межкле-
точного матрикса, что отражается синим окрашиванием сосудов после их
эксплантации (в норме они остаются нативного цвета, поскольку окрашенный си-
ним Эванса альбумин не в состоянии проникнуть через интактный эндотелий).

Несмотря на очевидные патофизиологические последствия нарушения целост-
ности эндотелия, она является скорее следствием, чем обязательным компонентом
дисфункции эндотелия. К примеру, при моделировании дисфункции эндотелия
посредством добавления кальципротеиновых частиц в систему пульсирующего по-
тока или их внутривенного введения лабораторным животным было показано, что,
несмотря на их определенную токсичность (статистически значимая гибель 1–2%
эндотелиальных клеток) и способность вызывать все вышеуказанные звенья дис-
функции эндотелия (его провоспалительную активацию, нарушения эндотелиаль-
ной механотрансдукции, эндотелиально-мезенхимальный переход и нарушения
биосинтеза NO), выраженности данных патологических эффектов при таком сце-
нарии недостаточно для нарушения целостности эндотелиального монослоя в
культуральных проточных камерах. Кроме того, несмотря на свою способность ин-
дуцировать формирование неоинтимы и развитие адвентициального и околососу-
дистого воспаления, регулярное внутривенное введение кальципротеиновых ча-
стиц также не приводило к нарушениям целостности эндотелия по результатам
прижизненного окрашивания альбумина синим Эванса (и наличии соответствую-
щего положительного контроля в результате баллонной ангиопластики).
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Протромботическая активация эндотелия
Следует отметить также важность протромботической активации эндотелия,

особенно важной в контексте COVID-19 [148–150], основными маркерами кото-
рой являются патологически повышенное выделение фактора фон Виллебранда и
ингибитора активатора плазминогена (PAI-1) в сочетании со сниженным выделе-
нием различных активаторов плазминогена (uPA и tPA). Безусловно, она также мо-
жет (и должна) быть отнесена к признакам дисфункции эндотелия, однако в силу
отсутствия подобных экспериментов у авторов более подробное обсуждение в дан-
ной статье возможным не представляется, поскольку ее целью является методоло-
гическое и концептуальное обсуждение критериев дисфункции эндотелия с целью
ее четкого определения именно на основе практического опыта.

ЗАКЛЮЧЕНИЕ

Говоря об определении и о критериях дисфункции эндотелия, представляется
важным подчеркнуть многогранность данного феномена, затрагивающего не толь-
ко биосинтез NO, а практически все аспекты физиологии эндотелия. В частности,
критериями дисфункции эндотелия являются:

1. Провоспалительная активация, определяемая по выраженной адгезии лейко-
цитов к эндотелиальным клеткам (сопровождающейся повышением экспрессии
белков VCAM1 и ICAM1 и кодирующих их генов), повышенному выделению основ-
ных эндотелиальных провоспалительных цитокинов (ИЛ-6, ИЛ-8 и MCP-1/CCL2) и
патогенности паракринного воздействия дисфункциональных эндотелиальных
клеток в эксперименте.

2. Нарушения эндотелиальной механотрансдукции, определяемые как сочетание
снижения экспрессии атеропротективных транскрипционных факторов (KLF2,
KLF4 и NRF2) и активирующего гипофосфорилирования атерогенных транскрип-
ционных факторов (YAP и TAZ).

3. Эндотелиально-мезенхимальный переход, определяемый как континуум при-
обретения экспрессии маркеров мезенхимального фенотипа (в первую очередь N-кад-
герина и альфа-актина гладких мышц) на фоне повышения экспрессии не менее
трех из четырех ответственных за этот процесс транскрипционных факторов (Snail,
Slug, Twist1 и Zeb1).

4. Нарушение биосинтеза NO, определяемое как по собственно детектируемому
снижению продуктов метаболизма NO в микроокружении эндотелиальных клеток
(более актуально для экспериментов in vitro), так и по снижению экспрессии гена
NOS3 и кодируемой им эндотелиальной NO-синтазы, а также повышению соотно-
шения ее фосфорилированной формы в позиции треонин-495 к общей фракции
данного фермента.

5. Протромботическая активация эндотелия, отражаемая патологическим повы-
шением выделения фактора фон Виллебранда и ингибитора активатора плазмино-
гена (PAI-1) в сочетании со сниженным выделением различных активаторов плаз-
миногена (uPA и tPA).

6. В качестве дополнительного критерия, абсолютно подтверждающего развитие
дисфункции эндотелия – нарушение его целостности, характеризующееся патоло-
гическим повышением его проницаемости.

Таким образом, дисфункцию эндотелия целесообразно определять как ком-
плексное патологическое изменение его физиологии, включающее в себя патофи-
зиологически значимую провоспалительную и протромботическую активацию эн-
дотелиальных клеток, нарушения эндотелиальной механотрансдукции, эндотели-
ально-мезенхимальный переход и нарушение биосинтеза NO. В отношении
системных биомаркеров дисфункции эндотелия in vivo стоит отметить, что до насто-
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ящего времени не было выявлено ни одного надежного биомаркера, который мог бы
однозначно свидетельствовать о ее развитии. Доказательными и чувствительными
маркерами дисфункции эндотелия in vitro являются ИЛ-6, ИЛ-8 и MCP-1/CCL2, од-
нако данные провоспалительные цитокины также вырабатываются и другими кле-
точными популяциями (к примеру, различными типами лейкоцитов) и поэтому не
являются специфичными для сценария in vivo.

В качестве молекул для скрининга дисфункции эндотелия в эксперименте реко-
мендуется использовать гены VCAM1, ICAM1, SELE и SELP (рецепторы эндотели-
альных клеток для лейкоцитов), IL6, CXCL8, CCL2, CXCL1 и MIF (основные эндо-
телиальные провоспалительные цитокины), KLF2, KLF4 и NFE2L2 (механочув-
ствительные атеропротективные транскрипционные факторы – исключительно в
условиях потока), SNAI1, SNAI2, TWIST1, ZEB1, CDH5 и CDH2 (транскрипцион-
ные факторы и маркеры эндотелиально-мезенхимального перехода), NOS3 (ген
эндотелиальной NO-синтазы), VWF, SERPINE1, PLAU и PLAT (факторы эндоте-
лий-зависимого гемостаза), а также соответствующие белки, кодируемые данными
генами (табл. 1). В таком экспериментальном дизайне повышенная экспрессия ге-
нов VCAM1, ICAM1, SELE и SELP в сочетании с повышенной экспрессией генов
IL6, CXCL8, CCL2, CXCL1 и MIF свидетельствует о провоспалительной активации
эндотелиальных клеток, сниженная экспрессия генов KLF2, KLF4 и NFE2L2 (в
условиях потока) является индикатором нарушенной механотрансдукции, повы-
шенная экспрессия генов SNAI1, SNAI2, TWIST1 и ZEB1 в сочетании со снижен-
ной экспрессией гена VE-кадгерина CDH5 и повышенной экспрессией гена N-кад-
герина CDH2 говорит об эндотелиально-мезенхимальном переходе, сниженная

Таблица 1. Предлагаемая панель для скрининга дисфункции эндотелия методом ОТ-кПЦР
Ген, кодирующий
молекулу-маркер

дисфункции
эндотелия

Молекула-маркер дисфункции эндотелия Звено дисфункции эндотелия, отражаемое 
молекулой-маркером

VCAM1 Сосудистая молекула клеточной адгезии
Провоспалительная активация эндотелия
(рецепторы эндотелиальных клеток для лей-
коцитов)

ICAM1 Межклеточная молекула клеточной адгезии

SELE E-селектин

SELP P-селектин

IL6 Интерлейкин-6

Провоспалительная активация эндотелия
(эндотелиальные провоспалительные цито-
кины)

CXCL8 Интерлейкин-8

CCL2 Моноцитарный хемоаттрактантный белок

CXCL1 Связанный с ростом онкоген, GRO-α
MIF Фактор ингибирования миграции макрофагов

KLF2 Транскрипционный фактор KLF2
Нарушения эндотелиальной механотранс-
дукции (только в условиях потока)KLF4 Транскрипционный фактор KLF4

NFE2L2 Транскрипционный фактор NRF2

SNAI1 Транскрипционный фактор Snail

Эндотелиально-мезенхимальный переход

SNAI2 Транскрипционный фактор Slug

TWIST1 Транскрипционный фактор Twist1

ZEB1 Транскрипционный фактор Zeb1

CDH5 VE-кадгерин

CDH2 N-кадгерин

NOS3 Эндотелиальная NO-синтаза Нарушение синтеза NO

VWF Фактор фон Виллебранда

Протромботическая активация эндотелия
SERPINE1 Ингибитор активатора плазминогена

PLAU Урокиназный активатор плазминогена

PLAT Тканевой активатор плазминогена
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экспрессия гена NOS3 указывает на нарушенную способность эндотелиальных
клеток выделять основной вазодилататор NO, а повышенная экспрессия генов
VWF и SERPINE1 в сочетании со сниженной экспрессией генов PLAU и PLAT яв-
ляется индикатором протромботической активации эндотелия. Аналогичное
утверждение справедливо и для кодируемых данными генами белков, однако опти-
мальным подходом представляется предварительный скрининг указанных генов
при помощи ОТ-кПЦР в силу относительно низкой стоимости и технической
сложности данного метода. В случае выявления вышеуказанных признаков дис-
функции эндотелия возможна их верификация при помощи иммуноблоттинга (ес-
ли речь идет о клеточных белках) или иммуноферментного анализа (в случае про-
воспалительных цитокинов) либо расширенное профилирование посредством
полнотранскриптомного секвенирования или жидкостной хромато-масс-спектро-
метрии (табл. 2).

Таблица 2. Верификационная панель дисфункции эндотелия
Молекула-маркер

дисфункции эндотелия Метод верификации Звено дисфункции эндотелия,
отражаемое молекулой-маркером

Сосудистая молекула клеточной адгезии

Иммуноблоттинг 
(клеточный лизат)

Провоспалительная активация эндо-
телия (рецепторы эндотелиальных
клеток для лейкоцитов)

Межклеточная молекула клеточной адгезии

E-селектин

P-селектин

Интерлейкин-6

Иммуноферментный анализ
(культуральная среда)

Провоспалительная активация эндо-
телия (эндотелиальные провоспали-
тельные цитокины)

Интерлейкин-8

Моноцитарный хемоаттрактантный белок

Связанный с ростом онкоген, GRO-α
Фактор ингибирования миграции макрофагов

Транскрипционный фактор KLF2

Иммуноблоттинг 
(клеточный лизат)

Нарушения эндотелиальной механо-
трансдукции (только в условиях потока)

Транскрипционный фактор KLF4

Транскрипционный фактор NRF2

Транскрипционный фактор YAP1
(общая фракция и активирующее фосфори-
лирование в позициях серин-109, серин-127 и 
серин-397)

Транскрипционный фактор TAZ
(общая фракция и активирующее
фосфорилирование в позиции серин-89)

Транскрипционный фактор Snail

Иммуноблоттинг 
(клеточный лизат)

Эндотелиально-мезенхимальный
переход

Транскрипционный фактор Slug

Транскрипционный фактор Twist1

Транскрипционный фактор Zeb1

VE-кадгерин

N-кадгерин

Эндотелиальная NO-синтаза
(общая фракция, ингибирующее фосфори-
лирование в позиции треонин-495 и активи-
рующее фосфорилирование в позициях се-
рин-113 и серин-1177)

Иммуноблоттинг 
(клеточный лизат) Нарушение синтеза NO и расцепле-

ние пути NO-синтазы, нитрозирую-
щий стресс, окислительный стресс3-нитротирозин

Уровень нитратов и нитритов
Колориметрический анализ
(культуральная среда)Уровень продуктов реакции с тиобарбитуро-

вой кислотой

Фактор фон Виллебранда
Иммуноблоттинг (клеточный 
лизат), иммуноферментный 
анализ (культуральная среда)

Протромботическая активация эндо-
телия

Ингибитор активатора плазминогена

Урокиназный активатор плазминогена

Тканевой активатор плазминогена
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Perspectives Talking about Endothelial Dysfunction in the Context
of Modeling a Blood–Brain Barrier

A. G. Kutikhina, *, D. K. Shishkovaa, E. A. Velikanovaa, M. Yu. Sinitskya,
A. V. Sinitskayaa, and V. E. Markovaa

aResearch Institute for Complex Issues of Cardiovascular Diseases, Kemerovo, Russia
* e-mail: antonkutikhin@gmail.com

Here, we discuss pathophysiological approaches to define the criteria of endothelial dys-
function (i.e. endothelial activation, impairment of endothelial mechanotransduction,
endothelial-to-mesenchymal transition, reduced nitric oxide release, compromised en-
dothelial integrity, and loss of anti-thrombogenic properties) in different in vitro and
in vivo models. Canonical definition of endothelial dysfunction includes insufficient pro-
duction of vasodilators, pro-thrombotic and pro-inflammatory activation of endothelial
cells and pathological endothelial permeability. Among the clinical consequences of en-
dothelial dysfunction are arterial hypertension, macro- and microangiopathy, and micro-
albuminuria. We suggest to extend an endothelial dysfunction definition by taking into
account altered endothelial mechanotransduction and endothelial-to-mesenchymal
transition. Albeit interleukin-6, interleukin-8, and MCP-1/CCL2 dictate the pathogenic
paracrine effects of dysfunctional endothelial cells and therefore are reliable endothelial
dysfunction biomarkers in vitro, they are non-specific for endothelial cells and cannot be
used for the diagnostics of endothelial dysfunction in vivo. Conceptual improvements in
existing methods to simulate endothelial dysfunction, in particular in relation to blood-
brain barrier, include endothelial cell culture under pulsatile flow, collagen IV coating of
flow culture chambers, and collection of endothelial lysate from the blood vessels of labo-
ratory animals in situ for the subsequent gene and protein expression profiling. In combi-
nation with the simulation of paracrine effects by using conditioned medium from dys-
functional endothelial cells, these f low-sensitive models have a high physiological rele-
vance bringing the experimental conditions to the physiological scenario.

Keywords: endothelial dysfunction, inflammation, mechanotransduction, endothelial-
to-mesenchymal transition, nitric oxide, blood-brain barrier, pulsatile f low
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