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Хроническая тромбоэмболическая легочная гипертензия (ХТЭЛГ) остается тяже-
лым заболеванием с низкими показателями выживаемости у неоперабельных паци-
ентов, несмотря на успехи в лечении. Молекулярные механизмы, лежащие в основе 
патогенеза ХТЭЛГ, не полностью изучены, что требует дальнейших исследований 
для выявления новых терапевтических мишеней. Несмотря на то, что разработано 
множество моделей ХТЭЛГ на животных, для установления их клинической значи-
мости требуется демонстрация молекулярной биоэквивалентности с патофизиоло-
гическими процессами человека, в частности посредством соответствия профилей 
экспрессии генов. Цель работы – проанализировать дифференциальную экспрессию 
генов в тканях легких крыс при моделировании ХТЭЛГ введением альгинатных ми-
кросфер и  оценить возможность применения данной модели для изучения новых 
терапевтических подходов при ХТЭЛГ. ХТЭЛГ была смоделирована у крыс линии 
Wistar с помощью повторных внутривенных инъекций биодеградируемых альгинат-
ных микросфер. Транскрипционный профиль в  образцах легочной ткани, взятых 
у крыс с ХТЭЛГ на 2-й и 6-й неделях, а также крыс контрольной группы, был про-
анализирован с  помощью технологии высокопроцессивного секвенирования РНК. 
Дифференциально экспрессируемые гены (ДЭГ) были идентифицированы с  ис-
пользованием DESeq2. Валидацию изменения экспрессии генов проводили методом 
ПЦР с обратной транскрипцией (ОТ-ПЦР). Транскриптомный анализ выявил, что 
при моделировании ХТЭЛГ на 2-й неделе повышалась экспрессия генов, связанных 
с воспалением, тогда как на 6-й неделе наблюдалось снижение экспрессии генов, ас-
социированных с внеклеточным матриксом. Анализ факторов транскрипции выявил 
преимущественное регулирование промоторов ДЭГ белками семейства цинковых 
пальцев C2H2: Zfp278 и Klf5, что предполагает их участие в клеточном ответе при 
формировании ХТЭЛГ. Анализ экспрессии генов Cav1, Eng, vWF, Gja5 методом ОТ-
ПЦР на большей выборке образцов ткани легких подтвердил динамику изменения 
экспрессии, выявленную при анализе транскриптома. Проведенное исследование 
выявило динамические транскрипционные изменения при формировании ХТЭЛГ 
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у крыс, включая дисрегуляцию генов внеклеточного матрикса, воспаления и эндоте-
лиальной дисфункции, что соответствует современным представлениям патогенеза 
ХТЭЛГ. Полученные данные демонстрируют сопоставимость разработанной живот-
ной модели на крысах с течением ХТЭЛГ у людей на уровне изменения транскрип-
ционного профиля.
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ВВЕДЕНИЕ

Легочная гипертензия (ЛГ) представляет собой синдром, при котором среднее дав-
ление в легочной артерии в состоянии покоя превышает 20 мм рт. ст. [1]. Развитие ЛГ 
может быть обусловлено различными патологиями, включая заболевания легких, по-
ражение левых камер сердца и первичное повреждение легочных артерий или артери-
ол. Одной из наиболее актуальных и недостаточно исследованных форм ЛГ считается 
хроническая тромбоэмболическая легочная гипертензия (ХТЭЛГ). Данное состояние 
развивается как осложнение тромбоэмболии легочной артерии (ТЭЛА) и характеризу-
ется стойким повышением давления в легочной артерии вместе с неполным лизисом 
тромбоэмболов [2, 3]. Согласно данным различных регистров, частота возникновения 
ХТЭЛГ после ТЭЛА составляет от 0.79% до 15.3% [4, 5]. При этом до 30% пациентов 
с ХТЭЛГ не имеют указаний на перенесенную ТЭЛА или тромбоз глубоких вен [6], 
что указывает на сложность патогенеза данной патологии. Несмотря на значительный 
прогресс в развитии инвазивных методов лечения, таких как легочная эндартерэкто-
мия (ЛЭЭ) и баллонная легочная ангиопластика, а также расширение возможностей 
медикаментозной терапии вазодилататорами, примерно 20–40% пациентов остаются 
неоперабельными для ЛЭЭ  [3] либо имеют резидуальную ЛГ после вмешательства. 
Это обусловливает неблагоприятный прогноз у данной категории больных и подчерки-
вает необходимость поиска принципиально новых терапевтических мишеней.

К факторам риска развития ХТЭЛГ относятся системное воспаление, нарушения 
коагуляции, фибринолиза и  активации тромбоцитов  [7, 8]. Существенное значение 
в патогенезе имеет микроангиопатия, затрагивающая дистальные ветви легочной ар-
терии, а также капилляры и вены малого круга кровообращения [9]. Морфологически 
данное состояние проявляется утолщением неоинтимы, фиброзом и  пролиферацией 
фибромускулярной ткани [10–14]. Кроме того, при ХТЭЛГ наблюдается гипертрофия 
бронхиальных артерий и формирование коллатералей между сосудами малого и боль-
шого кругов кровообращения, что способствует усугублению микроангиопатии [9, 15]. 

Для выявления молекулярных механизмов и сигнальных путей, лежащих в осно-
ве патогенеза ХТЭЛГ, применяют транскриптомный анализ, позволяющий оценить 
уровень экспрессии мРНК, а также широкого спектра некодирующих РНК. В качестве 
биоматериала могут использоваться образцы крови [16, 17] и биоптаты легочных арте-
рий, полученные в ходе ЛЭЭ [18, 19]. Gu Song с соавт. [20] с помощью микрочипового 
анализа выявили значительные изменения экспрессии генов JAK3, GNA15, MAPK13 
и ARRB2 в эндотелиальных клетках легочной артерии. Эти гены участвуют в патоло-
гических процессах: JAK3 регулирует пролиферацию и выживаемость гладкомышеч-
ных клеток при ремоделировании сосудов [21], а ARRB2 (β-аррестин-2) модулирует 
сосудистый тонус, воздействуя на G-белок-сопряженные рецепторы [22]. Wenqing Xu 
с соавт. [23], анализируя методом РНК-секвенирования образцы цельной крови паци-
ентов с ХТЭЛГ, установили, что уровень экспрессии генов LINC00472, PIK3R6, SCN3A 
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и  TCL6 может служить потенциальным маркером ранней диагностики заболевания. 
Применение технологии секвенирования РНК одиночных клеток позволило иденти-
фицировать новые фармакологические мишени, такие как рецептор, активируемый 
протеазой-1 (PAR-1), ингибирование которого подавляет пролиферацию и миграцию 
гладкомышечных клеток, и тромбин-активированных миофибробластов [24]. 

Для углубленного изучения патогенеза и  разработки новых методов лечения 
ХТЭЛГ были созданы экспериментальные модели на грызунах [25]. Однако выражен-
ная фибринолитическая активность у крыс препятствует длительному сохранению ау-
тологичных тромбов в легочных артериях [26]. Ранее нами была разработана модель 
ХТЭЛГ, основанная на многократном внутривенном введении частично биодегради-
руемых альгинатных микрочастиц, что приводило к  стойкой окклюзии сосудов, по-
вышению давления в правом желудочке, ремоделированию ветвей легочной артерии 
и снижению толерантности к физической нагрузке  [27, 28]. На второй неделе после 
последней инъекции микрочастиц отмечался пик концентрации C-реактивного белка, 
тогда как функциональные параметры оставались сопоставимыми со здоровыми жи-
вотными, что указывает на постепенное формирование ХТЭЛГ. К шестой неделе на-
блюдалось достоверное увеличение диаметра легочного ствола и соотношения площа-
дей полостей правого и левого желудочков. При этом с 6-й по 18-ю неделю динамика 
изменений диаметра легочного ствола отсутствовала, что свидетельствует о стабили-
зации патологического состояния.

Ранее мы идентифицировали 524 дифференциально экспрессирующихся гена 
(ДЭГ) в ткани легких крыс с ХТЭЛГ. Установлены изменения в биологических про-
цессах, связанных с внеклеточным матриксом, межклеточными контактами, формиро-
ванием эндотелиального слоя и цитоскелетом. Обнаруженные изменения в двигатель-
ных ресничках были подтверждены гистологически [29].

В данной работе рассмотрены ДЭГ легочной ткани крыс с ХТЭЛГ через 2 и 6 недель 
после моделирования заболевания многократными инъекциями частично биодеградиру-
емых альгинатных микросфер. Валидировано изменение экспрессии генов Кавеолин-1 
(Cav1), Эндоглин (Eng), Фактор фон Виллебранда (vWF), Белок альфа-5 щелевого соеди-
нения (Gja5), Krueppel-подобный фактор 5 (Klf5) на большей выборке образцов.

МЕТОДЫ ИССЛЕДОВАНИЯ

Дизайн исследования
Ранее мы индуцировали ХТЭЛГ у крыс стока Wistar массой тела 226 (203; 248) г 

путем восьмикратного внутривенного введения частично биодеградируемых альгинат-
ных микросфер в течение четырех недель [28]. Всего в транскриптомное исследование 
было включено 14 крыс: четыре крысы были выведены из эксперимента через 2 не-
дели (ХТЭЛГ 2 нед) и четыре крысы через 6 недель (ХТЭЛГ 6 нед) после последней 
инъекции микросфер, а также шесть здоровых крыс в качестве контрольной группы, 
которых выводили одновременно с группой ХТЭЛГ 6 нед. Также для валидации экс-
прессии генов были включены 7 крыс с ХТЭЛГ через 6 недель после окончания введе-
ния микросфер и 6 здоровых крыс. Посмертный забор ткани левого легкого проводи-
ли с последующим измельчением образцов, разделением на 3 аликвоты и мгновенной 
заморозкой в жидком азоте. Хранение осуществляли при –80 °C до экстракции РНК.

Выделение РНК
Замороженные образцы легочной ткани гомогенизировали в  реагенете для экс-

тракции РНК (Evrogen, Россия, Москва) с использованием гомогенизатора TissueLyzer 
(QIAGEN, Нидерланды, Венло) в течение 5 мин при частоте 50 Гц. Разделение РНК, 
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ДНК и белков проводили хлороформом. Осаждение РНК выполняли изопропанолом 
с  последующей двукратной отмывкой 70%-ным этанолом. Качество и  концентра-
цию тотальной РНК оценивали на спектрофотометре NanoDrop 3300 (Thermo Fisher 
Scientific, США, Уолтем) и методом электрофореза в агарозном геле.

Подготовка библиотек РНК
Секвенируемые библиотеки получали с  использованием набора TruSeq Stranded 

mRNA Sample Preparation Kit (Illumina, США, Сан-Диего) согласно протоколу произ-
водителя. Количественный анализ библиотек проводили с применением набора Qubit 
dsDNA HS Assay Kit (Life Technologies, США, Карлсбад). Контроль качества выполня-
ли с использованием набора Agilent High Sensitivity DNA на системе Bioanalyzer 2100 
(Agilent Technologies, США, Санта-Клара). Мультиплексированные библиотеки секве-
нировали на системе Illumina NextSeq 2000 (100 циклов) в режиме single-read 1 × 50 bp 
с 8-нуклеотидным индексным баркодом.

Биоинформатический анализ
Анализ сырых последовательностей проводили с  использованием конвейера nf-

core/rnaseq [30]. Обработка включала тримминг парных ридов программой TrimGalore 
v0.6.7, удаление рибосомальных РНК с  помощью SortMeRNA v4.3.4, выравнивание 
на геном крысы (Rattus norvegicus) посредством STAR v2.7.10a, удаление дупликатов 
с использованием Picard v2.25.0 MarkDuplicates и количественную оценку транскрип-
тов с применением RSEM v1.3.3. Дифференциально экспрессирующиеся гены меж-
ду группами ХТЭЛГ и контроля выявляли пакетом DESeq2 для R [31] с пороговыми 
значениями log2-кратного изменения (LFC) ≥1 и p ≤ 0.05. Поправку на множественное 
тестирование проводили методом Бенджамини–Хохберга с контролем FDR на уровне 
0.1. Анализ обогащения транскрипционных факторов осуществляли с помощью плат-
формы ShinyGO 0.77 (http://bioinformatics.sdstate.edu/go77/).

Оценка относительной экспрессии генов
Уровни экспрессии генов vWF, Cav1, Gja5, Eng и  Klf5 оценивали методом ПЦР 

с обратной транскрипцией (ОТ-ПЦР). Обратную транскрипцию проводили с исполь-
зованием случайного (dN)10-праймера (Evrogen, Россия, Москва) и набора MMLV RT 
(Evrogen, Россия, Москва). Амплификацию кДНК выполняли на системе QuantStudio™ 
5 (Applied Biosystems, США, Уолтем) со специфичными праймерами (табл. 1). Анализ 
данных проводили методом 2−ΔΔCT с нормализацией к референсному гену GAPDH.

Таблица 1. Последовательность праймеров

Название 
праймера

Последовательность прямого 
праймера

Последовательность обратного 
праймера

vWF TGACGACTTCAAAGCCCCTG ATCCGAAAGGATTCATCTTGCC

Cav1 GTTCTCTTAAATCACAGCCCAGG AGTGTAGAGATGTCCCTCGGA

Eng GTCCTGACCTGTCTGGCAAA TTGCTAGGGGCACGTGTGT

Klf5 GGAGACGATCTGAAACACGC TCTCCATTTCACATCTTGTCTGGA

Gja5 GGAGGAAAGGAAGCAGAAGGCT AGACCTTGCCGATGACCGTA

GAPDH CGGTGTGAACGGATTTGGC TTGAGGTCAATGAAGGGGTCG
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Статистический анализ
Анализ данных выполняли с  помощью программного обеспечения R 4.2.2. Для 

оценки статистически достоверной разницы между группами использовали Критерий 
Манна–Уитни. Данные представляли в  виде медианы с указанием межквартильного 
интервала (25–75%).

РЕЗУЛЬТАТЫ ИССЛЕДОВАНИЯ

Модель ХТЭЛГ
Развитие патологии ХТЭЛГ подтверждалось стабильным повышением систоли-

ческого и среднего давления в правом желудочке, наличием обструкции сосудистого 
русла эмболическими частицами, снижением толерантности к  физической нагрузке 
и  утолщением сосудистой стенки ветвей легочной артерии по данным гистологиче-
ского исследования. Индивидуальные гемодинамические показатели и результаты ги-
стологического анализа легочной ткани для каждой исследуемой крысы представлены 
в табл. 2.

Таблица 2. Структурно-функциональные показатели исследуемых животных

Группа Номер СДПЖ  
(мм рт. ст.)

СВ 
(мл/мин) СДПЖ / СВ Индекс гипертрофии 

сосудистой стенки

Контроль

Контроль 1 20.6 25.5 0.8 57.2 (37.5; 77.9)
Контроль 2 24.0 26.5 1.0 59.3 (41.9; 74.8)
Контроль 3 26.9 28.2 0.9 44.5 (36.3; 54.8)
Контроль 4 31.5 42.0 0.8 39.7 (31.1; 45.5)
Контроль 5 28.4 31.7 0.9 44.3 (40.6; 53.8)
Контроль 6 24.1 31.0 0.8 59.5 (68.4; 68.4)

ХТЭЛГ 2 нед

ХТЭЛГ 2 нед 1 40.5 39.7 1.02 74.8 (62.6; 85.2)
ХТЭЛГ 2 нед 2 57.2 22.0 2.6 66.7 (56.2; 84.2)
ХТЭЛГ 2 нед 3 32.8 20.0 1.64 68.8 (52.7; 81.9)
ХТЭЛГ 2 нед 4 41.6 33.5 1.24 63.2 (51.8; 74.8)

ХТЭЛГ 6 нед

ХТЭЛГ 6 нед 1 39.0 18.4 2.12 68.8 (55.8; 86.1)
ХТЭЛГ 6 нед 2 53.9 16.4 3.29 72.3 (61.1; 78.7)
ХТЭЛГ 6 нед 3 31.7 38.3 0.83 81.2 (72.5; 87.9)
ХТЭЛГ 6 нед 4 47.2 16.2 2.91 82.3 (75.9; 93.5)

СДПЖ – систолическое давление в правом желудочке; CВ – сердечный выброс.

Дифференциально экспрессируемые гены
Углубленный анализ ранее выявленных ДЭГ позволил установить, что среди общих 

генов, различающихся между экспериментальными группами и контрольной, к 6-й не-
деле наблюдалось уменьшение абсолютной величины LFC для некоторых генов, таких 
как SNORD17, SCTR и MT3 (табл. 3). Только ген SCTR продемонстрировал различный 
профиль экспрессии во всех исследованных группах.
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Таблица 3. Пять ДЭГ с наиболее повышенной и пониженной экспрессией 
в экспериментальных группах по сравнению с контрольной группой

Гены
ХТЭЛГ 2 нед. ХТЭЛГ 6 нед.

LFC p-значение LFC p-значение
Пониженная экспрессия

SNORD17 –6.72 0.0008 –4.00 0.0303
DLK1 –3.90 0.0100 –3.79 0.0137

RPPH1 –3.61 0.0001 –3.42 0.0005
AFF2 –2.34 0.0069 –2.19 0.0102

ACER2 –1.99 0.0343 –2.61 0.0031
Повышенная экспрессия

SCTR 4.79 0.0000 2.05 0.0067
MT3 4.03 0.0000 2.73 0.0128

TMEM171 2.10 0.0000 1.76 0.0025
PRSS22 1.49 0.0406 1.75 0.0113
EPHB2 1.47 0.0158 1.45 0.0180

Анализ ДЭГ выявил кластеризацию по функциональным группам в зависимости 
от кодируемых белков. В частности, были идентифицированы гены, продукты которых 
ассоциированы с внеклеточным матриксом (рис. 1a) и воспалением (рис. 1b). 

Для генов, кодирующих компоненты внеклеточного матрикса, характерно сниже-
ние экспрессии коллагенов, Mmp8 и Adamts2 на 6-й неделе эксперимента при отсутст-
вии различий между здоровыми животными и группой ХТЭЛГ 2 нед. При этом в груп-
пе ХТЭЛГ 2 нед наблюдается повышенная экспрессия большинства металлопротеиназ, 
Col1a1, Col9a2 и Timp1.

В группе генов воспалительного ответа выявлены следующие закономерности: хе-
мокины Ccl2, Ccl21 и большинство лектинов С-типа демонстрируют повышенную экс-
прессию на 2-й неделе с последующей нормализацией до контрольного уровня к 6-й 
неделе. В то же время гены Ccl5, Ccl4, Cxcl12, Cxcl17, Toll-подобные рецепторы и бел-
ки семейства S100 характеризуются прогрессирующим снижением экспрессии к 6-й 
неделе после введения альгинатных микросфер. Обнаруженные изменения экспрес-
сионных профилей отражают патогенетические механизмы формирования и прогрес-
сирования ХТЭЛГ, что подтверждает валидность использованной экспериментальной 
модели заболевания.

Анализ обогащения транскрипционных факторов
Для выявления транскрипционных факторов (ТФ), потенциально участвующих 

в  регуляции идентифицированных ДЭГ, был применен метод обогащения мотивов 
связывания в промоторных регионах. В результате анализа обнаружено 47 ТФ, предпо-
ложительно вовлеченных в формирование экспериментальной модели ХТЭЛГ. Среди 
них преобладали белки с C2H2 цинк-пальцевыми доменами, а также выявлены пред-
ставители семейств AP-2, CxxC, E2F, ядерных рецепторов и MBD-белков. Тринадцать 
ТФ были общими для всех групп ДЭГ. Примечательно, что Zfp278 и Klf5 вошли в топ-
10 наиболее значимых транскрипционных факторов (табл. 4).
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Рис. 1. Тепловая карта дифференциально экспрессирующихся генов, ассоциированных с внеклеточным ма-
триксом (a) и воспалением (b). Градиентная цветовая шкала иллюстрирует степень дифференциальной экс-
прессии генов: синий цвет обозначает снижение экспрессии, красный – повышение.

Таблица 4. Топ-10 транскрипционных факторов, определенных по ДЭГ

ХТЭЛГ 2 нед VS Контроль ХТЭЛГ 6 нед VS Контроль ХТЭЛГ 6 нед VS ХТЭЛГ 2 нед

ТФ ТФ 
семейство p-знач ТФ ТФ 

семейство p-знач ТФ ТФ 
семейство p-знач

Zfp278 C2H2 ZF 3.60E-05 Zic4 C2H2 ZF 1.18E-13 Zfp278 C2H2 ZF 3.05E-05

Zfp281 C2H2 ZF 7.96E-05 Plag1 C2H2 ZF 1.77E-13 Zfp202 C2H2 ZF 3.05E-05

Sp2 C2H2 ZF 7.96E-05 Zfp278 C2H2 ZF 2.75E-13 D4A538 RAT C2H2 ZF 3.74E-05

Klf5 C2H2 ZF 7.96E-05 Cxxc1 CxxC 7.06E-13 Zfp281 C2H2 ZF 4.29E-05

Zic2 C2H2 ZF 8.73E-05 Plagl1 C2H2 ZF 2.28E-12 Plagl1 C2H2 ZF 7.93E-05

Zfp202 C2H2 ZF 8.78E-05 Sp2 C2H2 ZF 2.80E-12 Plag1 C2H2 ZF 1.22E-04

Klf4 C2H2 ZF 2.04E-04 Klf5 C2H2 ZF 2.09E-11 Glis2 C2H2 ZF 1.72E-04

Zbtb7b C2H2 ZF 2.04E-04 Tcfap2c AP-2 2.51E-11 Zic5 C2H2 ZF 1.72E-04

D4A538 
RAT C2H2 ZF 2.06E-04 Klf7 C2H2 ZF 4.02E-11 Klf5 C2H2 ZF 5.23E-04

Zic3 C2H2 ZF 2.06E-04 D3ZGU0 
RAT C2H2 ZF 8.57E-11 Mzf1 C2H2 ZF 1.96E-03

Валидация экспрессии генов
Анализ нормированного количества транскриптов генов Eng, vWF, Cav1, Gja5, Klf5 

позволил установить различия между группой контроля и ХТЭЛГ 6 нед для всех генов, 
кроме Klf5 (рис. 2). При этом экспрессия Eng, vWF и Gja5 в группе ХТЭЛГ 2 нед не 
отличается от нативных крыс, в отличие от Cav1, экспрессия которого снижается уже 
на 2-й неделе. Это делает Cav1 ранним индикатором патологических процессов при 
ХТЭЛГ, а сохранение на одном уровне экспрессии во времени указывает на стабиль-
ность Cav1 в качестве маркера транскрипционных изменений при ХТЭЛГ.
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Рис. 2. Динамика изменения экспрессии генов в экспериментальных группах в сравнении с контрольной по 
результатам РНК-секвенирования.

ОТ-ПЦР в реальном времени использовался для оценки экспрессии генов в образ-
цах легочной ткани: Eng, vWF, Cav1, Gja5, Klf5. В данном исследовании было исполь-
зовано 11 животных, подвергшихся экспериментальному воздействию: из них 7 крыс 
были взяты из новой когорты, а еще 4 особи были отобраны из группы, по которой ра-
нее проводился транскриптомный анализ. Контрольная группа включала 9 крыс: 6 из 
новой когорты и 3 из группы, для которой также проводился анализ транскриптома. 
Сравнительный анализ выявил снижение экспрессии Eng, vWF, Cav1 и Gja5 в экспери-
ментальной группе по сравнению со здоровыми животными, что согласуется с транс-
криптомным анализом данных (рис. 3). Экспрессия Klf5 не показала значительных из-
менений в группе ХТЭЛГ 6 нед.

ОБСУЖДЕНИЕ РЕЗУЛЬТАТОВ

Несмотря на прогресс в хирургическом и фармакологическом лечении, ХТЭЛГ по-
прежнему существенно влияет на показатели выживаемости пациентов. Десятилетняя 
выживаемость при использовании современных методов терапии составляет 58.6%, 
тогда как среди неоперабельных пациентов, получающих только ЛАГ-специфическую 
терапию, этот показатель не превышает 41.7% [32]. Разработка новых фармакологиче-
ских препаратов затруднена недостаточным пониманием патогенеза ХТЭЛГ, что под-
черкивает важность фундаментальных исследований в этой области.

Модификации внеклеточного матрикса представляют собой характерную особен-
ность процесса ремоделирования при ХТЭЛГ. В нашем исследовании выявлены изме-
нения экспрессии генов, кодирующих коллаген различного типа: в группе ХТЭЛГ 6 нед 
наблюдалось снижение экспрессии Col4а1, Col6a3, Col6a4, Col6a5, тогда как в группе 
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ХТЭЛГ 2 нед отмечалось снижение Col23a1 и  повышение Col1a1, Col9a2. Следует 
отметить, что в модели ЛАГ, индуцированной монокроталином у крыс, наблюдается 
повышенная экспрессия различных типов коллагенов в ткани легких  [33], что пока-
зывает схожесть процессов ремоделирования при ЛГ разной этиологии. Параллельно 
обнаружено увеличение экспрессии металлопротеиназ Mмр23, Mмр12, Mмр7, Adamts2 
в группе ХТЭЛГ 2 нед и снижение MMP8, MMP17 к 6-й неделе, что свидетельствует 
о прекращении активного ремоделирования в легких крыс к этому сроку.

Воспалительные процессы, как показано в  исследованиях на  животных моделях 
и у человека [12, 34], играют ключевую роль в формировании ХТЭЛГ. Формирование 
тромба сопровождается активным участием клеток иммунной системы – таких как ма-
крофаги, нейтрофилы и Т-лимфоциты [35], а также изменениями в уровне различных 
воспалительных медиаторов в крови у больных ХТЭЛГ [36–38]. В ходе нашего анализа 
было установлено, что на 2-й неделе после индукции ХТЭЛГ увеличивается экспрессия 
хемокинов Ccl2 и Ccl21, в то время как к 6-й неделе наблюдается снижение экспрессии 
Cxcl12, Cxcl17, Ccl5 и Ccl4. Эти результаты свидетельствуют о том, что асептическое 
воспаление наиболее выражено на раннем этапе заболевания [39, 40], а затем постепен-
но уменьшается по мере прогрессирования патологического процесса [41, 42]. Поми-
мо этого, были выявлены изменения в системе врожденного иммунитета, в частности, 
в группе ХТЭЛГ 6 нед снижалась экспрессия генов TLR8 и TLR13. Также выявлены 
изменения экспрессии C-лектинов, распознающих как экзогенные, так и эндогенные 
антигены и инициирующих воспаление  [43], включая Cclec1b, участвующий в агре-
гации тромбоцитов, и  Cclec3b, усиливающий активацию плазминогена  [44]. На 2-й 
неделе наблюдалось снижение экспрессии Cclec1b и  повышение Cclec3b, Cclec4a, 
Cclec4e, тогда как к 6-й неделе отмечалось только снижение Cclec4a1. Это согласуется 
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Рис. 3. Валидация ОТ-ПЦР-уровней экспрессии Cav1 (a), Eng (b), Klf5 (c), vWF (d), Gja5 (c) в образцах тка-
ней легких. Круг обозначает образец легких крыс из новой когорты ХТЭЛГ 6 нед или здоровых животных, 
а треугольник – образец, использованный в исследовании транскриптома.
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с данными по модели ЛАГ, индуцированной монокроталином, где изменения экспрес-
сии генов, связанных с воспалением и иммунитетом, также преимущественно проис-
ходят на ранних стадиях формирования ЛАГ [45, 46].

ТФ, идентифицированные по мотивам связывания в промоторах ДЭГ, преимуще-
ственно принадлежат к  семейству Cys2-His2 цинк-пальцевых белков, являющемуся 
наиболее многочисленным семейством транскрипционных факторов. Два фактора вхо-
дили в топ-10 для всех групп ДЭГ. Zfp278 подавляет функции Т-лимфоцитов и участ-
вует в p53-опосредованном контроле клеточного цикла [47]. Было показано, что Zfp278 
участвует в патогенезе гипоксией-индуцированной ЛГ [48]. Klf5 играет важную роль 
в  гипоксией-индуцированном сосудистом ремоделировании через сигнальный путь 
HIF-1α [49]. Примечательно, что промоторы генов Eng и Cav1, помимо их установлен-
ной ассоциации с ХТЭЛГ, содержат GC-богатые последовательности, распознаваемые 
Klf5 [50, 51]. Однако значимых различий в экспрессии Klf5 в образцах легочной ткани 
между группой ХТЭЛГ 6 нед и здоровыми животными при анализе методом ПЦР в ре-
альном времени выявлено не было. Поскольку активность ТФ нередко определяется их 
фосфорилированием [52], для оценки потенциальной роли Klf5 в патогенезе ХТЭЛГ 
требуются дальнейшие эксперименты in vitro.

Гены для валидации методом ПЦР были отобраны на основе нормированного ко-
личества ридов и их известной из литературы ассоциации с развитием ЛГ, в частности 
ХТЭЛГ.

Белок Cav1 играет критическую роль в формировании и поддержании структурной 
целостности кавеол. Экспериментально доказано, что дефицит Cav1 приводит к нару-
шению кальциевого гомеостаза и последующему снижению синтеза вазодилатирую-
щих факторов [53]. В данной работе выявлено снижение экспрессии Cav1 в группах 
ХТЭЛГ 2 нед и ХТЭЛГ 6 нед как при транскриптомном анализе, так и при валидации 
методом ОТ-ПЦР. Эти изменения могут способствовать процессам сосудистого ремо-
делирования. Клиническая значимость Cav1 подтверждается обнаружением мутаций 
в соответствующем гене у пациентов с ХТЭЛГ [54] и регистрацией повышенных кон-
центраций кальция в  эндотелиальных клетках  [55], что подчеркивает важную роль 
данного белка в формировании ЛГ. 

vWF, являясь ключевым медиатором активации тромбоцитов, демонстрирует про-
тиворечивую динамику экспрессии при ХТЭЛГ. Исследования in vitro показали по-
вышенное содержание vWF в тельцах Вайбеля–Паладе эндотелиальных клеток прок-
симальных легочных артерий пациентов с  ХТЭЛГ по сравнению как с  донорским 
материалом, так и с образцами пациентов с неэмболической ЛГ [56]. Более того, при 
ко-культивировании с тромбоцитами эндотелиоциты пациентов с ХТЭЛГ экспресси-
руют пятикратно увеличенное количество vWF [57]. Однако иммуногистохимический 
анализ образцов, полученных при тромбэндартерэктомии, выявил сниженное содер-
жание vWF в легочных артериях пациентов с ХТЭЛГ по сравнению с контролем, при-
чем на уровне, сопоставимом с таковым у пациентов с ЛАГ [58]. Эти данные согла-
суются с результатами протеомного анализа эндотелиоцитов пациентов с ХТЭЛГ, где 
также обнаружено уменьшение количества vWF [59]. В нашем эксперименте зареги-
стрировано значимое снижение экспрессии vWF в группе ХТЭЛГ 6 нед при отсутствии 
изменений на 2-й неделе. Вероятно, наблюдаемая динамика отражает метаболическую 
перестройку эндотелиоцитов в процессе сосудистого ремоделирования, тогда как точ-
ная роль vWF в патогенезе ХТЭЛГ у человека требует дальнейшего изучения.

Ген Gja5, кодирующий белок коннексин 40, играет важную роль в  развитии ЛГ, 
так как контролирует процессы межклеточного взаимодействия и  перестройки со-
судистой стенки. При длительном недостатке кислорода наблюдается снижение экс-
прессии Gja5 в эндотелиальных клетках, выделенных из легочных артерий, что при-
водит к нарушению эндотелий-зависимой гиперполяризации. В результате возникает 
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вазоконстрикция и увеличение давления в легочной артерии [60]. В группе ХТЭЛГ 6 
нед также зафиксировано снижение экспрессии Gja5.

Eng относится к  мембранным белкам, которые преимущественно присутствуют 
на  поверхности делящихся эндотелиальных клеток. Этот рецептор играет важную 
роль в процессах формирования новых сосудов и участвует в реакциях клеток на ги-
поксию  [61]. Исследования, проводимые на  клиническом материале, показали, что 
у больных ХТЭЛГ количество белка Eng в эндотелии сосудов увеличено [59]. Однако 
в  рамках нашего эксперимента в  группе ХТЭЛГ 6 нед было выявлено, что уровень 
экспрессии соответствующего гена, напротив, снизился. Такие результаты были под-
тверждены как анализом транскриптома, так и дополнительной проверкой с помощью 
количественной ОТ-ПЦР. Это расхождение может указывать на определенные ограни-
чения используемой экспериментальной модели в полной мере воспроизводить моле-
кулярные механизмы заболевания у человека.

ЗАКЛЮЧЕНИЕ

Результаты исследования демонстрируют, что многократная эмболизация ветвей 
легочной артерии крыс частично биодеградируемыми микросферами из альгината на-
трия индуцирует молекулярные изменения в тканях легких, ассоциированные с изме-
нением уровня экспрессии генов, участвующих в ремоделировании внеклеточного ма-
трикса, воспалительных процессах и эндотелиальной дисфункции. На ранней стадии 
наблюдается повышение экспрессии генов, кодирующих коллагены, металлопротеи-
назы и хемокины, при одновременном снижении уровня C-лектинов, что свидетель-
ствует о фазе активного воспаления и ремоделирования тканей; тогда как на поздней 
стадии наблюдается снижение экспрессии генов, ответственных за синтез коллагенов, 
металлопротеиназ и хемокинов, что указывает на затухание процессов ремоделирова-
ния. Учитывая, что при развитии ХТЭЛГ у крыс динамика изменения экспрессии генов 
Cav1, vWF и Gja5 согласуется с клиническими и экспериментальными данными, разра-
ботанная модель ХТЭЛГ на крысах воспроизводит ряд изменений транскрипционного 
профиля, характерных для патогенеза ХТЭЛГ у человека, и может быть использована 
для изучения новых терапевтических подходов для лечения ХТЭЛГ.

Таким образом, разработанная модель ХТЭЛГ на крысах воспроизводит характер-
ные для человека изменения транскрипционного профиля, отражая тем самым высо-
кую степень сопоставимости между моделью и  человеческой патологией. Выявлен 
перечень генов, которые могут быть использованы для подтверждения формирования 
ХТЭЛГ у крыс. Cav1 является предпочтительным, поскольку изменение его экспрес-
сии происходит на ранних этапах и сохраняется во времени.
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Chronic thromboembolic pulmonary hypertension (CTEPH) remains a severe disease with 
low survival rates in inoperable patients, despite advances in treatment. The molecular 
mechanisms underlying CTEPH pathogenesis are not fully understood, necessitating 
further research to identify new therapeutic targets. Although numerous animal models of 
CTEPH have been developed, demonstrating their clinical relevance requires establishing 
molecular bioequivalence with human pathophysiological processes, particularly through 
matching gene expression profiles. To analyze differential gene expression in rat lung 
tissues following CTEPH modeling using alginate microsphere administration and to 
assess the applicability of this model for developing and studying new therapeutic strategies 
for CTEPH. CTEPH was modeled in Wistar rats via repeated intravenous injections of 
biodegradable alginate microspheres. The transcriptional profile of lung tissue samples 
collected from CTEPH rats at 2 weeks, 6 weeks, and control rats was analyzed using 
high-throughput RNA sequencing. Differentially expressed genes (DEGs) were identified 
using DESeq2. Gene expression changes were validated by reverse transcription PCR 
(RT-PCR). Transcriptomic analysis revealed that CTEPH modeling at 2 weeks upregulated 
genes associated with inflammation, whereas at 6 weeks, downregulation of extracellular 
matrix-related genes was observed. Transcription factor analysis showed predominant 
regulation of DEG promoters by C2H2 zinc finger proteins Zfp278 and Klf5, suggesting 
their involvement in the cellular response during CTEPH development. RT-PCR validation 
of Cav1, Eng, vWF, and Gja5 expression in a larger set of lung tissue samples confirmed 
the dynamic changes detected in the transcriptomic analysis. This study identified dynamic 
transcriptional changes during CTEPH development in rats, including dysregulation of 
extracellular matrix, inflammation, and endothelial dysfunction-related genes, consistent 
with current understanding of CTEPH pathogenesis. The findings demonstrate that the 
developed rat model exhibits transcriptional profile alterations comparable to those 
observed in human CTEPH, supporting its relevance for preclinical research.

Keywords: Chronic thromboembolic pulmonary hypertension (CTEPH), vascular remod-
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